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Abstract 
Background and objectives 
The use of novel nanosystems for medical purposes, such as diagnostics and therapy of various 
diseases, is increasingly growing in importance. Medical research, especially in the field of 
cardiovascular diseases, is currently also focusing on improving diagnostics and therapy through 
the potential medical use of nanoparticles. The application of Magnetic Drug Targeting (MDT) is 
of special interest in this matter. Atherosclerosis as one of the main causes of cardiac events is 
therefore a particularly important field of research. In this study, superparamagnetic iron oxide 
nanoparticles (SPIONs) are tested for treatment of atherosclerotic plaques in vivo in a rabbit 
model. In this approach, SPIONs conjugated with drugs are used in combination with an external 
magnetic field (so called Magnetic Drug Targeting) to target the particles to the diseased 
vasculature regions in the rabbits. Subsequently, the effect of this treatment on the 
atherosclerotic plaques in the animals is examined. 
Methods 
In order to induce atherosclerosis in the rabbits, ballooning was performed to create an 
endothelial injury to the abdominal aorta, followed by a high-cholesterol diet. For the purpose 
of MDT, SPIONs were synthesized and conjugated with dexamethasone phosphate. For control 
animals SPIONs without conjugated drugs were used or completely untreated animals were 
used for comparison. Intra-arterial application of the nanoparticles was performed under an 
external magnetic field. To test the feasibility and efficacy of MDT, the animals were separated 
into different groups. For the early treatment group, MDT with SPION-DEXA or the application 
of control particles was performed immediately after ballooning, whereas in the late treatment 
group particle application was performed after a five-week diet to compare the effect of particle 
administration in different stages of the disease. After euthanasia the arteries were excised and 
prepared for histology. The histological analysis included Prussian blue staining for analyzing the 
iron content and Crossman’s trichrome stain for measuring several plaque and vessel 
parameters, such as plaque thickness, area and range or thickness of the different vessel layers. 
Furthermore, the aortas were immunohistochemically analyzed for determining the 
macrophage content of each plaque. 
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Results 
Angiographic visualization of the vessels shows the development of atherosclerotic lesions and 
therefore prove the successful induction of advanced atherosclerosis in the arteries of the 
rabbits. Furthermore, lateral accumulation of iron in the aortas is detected by the Prussian blue 
staining in the injured parts of the arteries. In further distal parts of the vessels, such as the 
bifurcation no accumulation of iron was found, indicating the successful accumulation of SPIONs 
only in the intended injured areas and therefore demonstrating the feasibility of MDT to large 
arterial and easily accessible vessels in vivo. In animals of the early treatment group, an 
unexpected proinflammatory effect of SPION-DEXA compared with control SPIONs and 
untreated animals, was observed, mostly due to an increased IMT and a significantly increased 
macrophage content in the SPION-DEXA group compared with particle untreated animals. In the 
late treatment group, no anti-atherosclerotic or plaque-stabilizing effect of the corticoid 
treatment was observed. 
Conclusions 
MDT provides an efficient and practical method to successfully deliver drugs to diseased arteries 
in vivo. Treatment of such atherosclerotic damages using MDT in this lipid-rich environment with 
dexamethasone-phosphate conjugated SPIONs however, may lead to an enhanced 
inflammatory response.  
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Zusammenfassung 
Hintergrund und Ziele 
Der medizinische Einsatz neuartiger Nanosysteme zum Zwecke der Diagnostik und Therapie 
verschiedener Erkrankungen gewinnt zunehmend an Bedeutung. Die medizinische Forschung 
setzt im Bereich kardiovaskulärer Erkrankungen derzeit ebenfalls auf die Verbesserung von 
Diagnostik und Therapie durch den potenziellen Einsatz von Nanopartikeln. Insbesondere die 
Anwendung des Magnetic Drug Targeting (MDT) ist hierbei von großem Interesse. 
Atherosklerose, als eine der Hauptursachen für kardiale Ereignisse, stellt daher ein besonders 
bedeutsames Forschungsgebiet dar. In der vorliegenden Arbeit wird in einem in vivo Experiment 
anhand eines Tiermodells eine Therapie mit superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikeln 
(SPIONs) zur Behandlung atherosklerotischer Plaques getestet. Dabei wurden die 
atherosklerotisch veränderten Gefäße von Kaninchen mit wirkstoffbeladenen SPIONs, unter 
Zuhilfenahme eines externen Magnetfeldes (so genanntes Magnetic Drug Targeting), behandelt 
und anschließend die Auswirkungen auf die atherosklerotischen Plaques in den Gefäßen der 
Tiere untersucht. 
Methoden 
Um eine Atherosklerose bei den Versuchstieren herbeizuführen erfolgte eine 
Endothelverletzung an der Aorta abdominalis mithilfe eines Ballonkatheters, gefolgt von einer 
cholesterinreichen Diät. Für die Partikelbehandlung im Sinne des MDT wurden SPIONs 
synthetisiert, an welche Dexamethason Phosphat gebunden wurde. Für die Kontrollgruppen 
wurden Kontroll-SPIONs ohne gebundenen Wirkstoff verwendet oder gänzlich unbehandelte 
Tiere zum Vergleich herangezogen. Die intraarterielle Applikation von Nanopartikeln erfolgte 
unter einem extern erzeugten Magnetfeld. Um die Durchführbarkeit und Wirksamkeit des MDT 
zu testen wurden die Tiere in mehrere Versuchsgruppen eingeteilt. Bei der frühzeitigen 
Behandlung erfolgte das MDT mit SPION-DEXA oder die Behandlung mit Kontrollpartikeln direkt 
im Anschluss an das Ballooning, während dies bei der späten Behandlung erst nach einer 
fünfwöchigen Diätphase durchgeführt wurde, um die Behandlung in unterschiedlichen Stadien 
zu vergleichen. Zur Auswertung der Ergebnisse wurden die Aorten der Tiere nach erfolgter 
Euthanasie isoliert und histologisch aufbereitet. Die histologische Analyse umfasste die Berliner-
Blau-Färbung zur Detektion von Eisen sowie die Trichrom-Färbung nach Crossman zur 
Beurteilung verschiedener Gefäß- und Plaque Parameter wie Dicke, Fläche und Strecke der 
Plaques, aber auch die Dicke der einzelnen Gefäßwandungen. Des Weiteren wurden die Aorten 
4 
 
immunhistochemisch analysiert, um den Makrophagengehalt der einzelnen Plaques zu 
bestimmen. 
Ergebnisse und Beobachtungen 
Mithilfe angiographischer Aufnahmen der Aorten, welche die Entstehung atherosklerotischer 
Läsionen dokumentieren, konnte die erfolgreiche Induktion einer Atherosklerose in den 
Gefäßen der Versuchstiere nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte durch die Berliner-Blau-
Färbung lateral angereichertes Eisen in den verletzten Gefäßabschnitten detektiert werden, 
nicht hingegen in den weiter distal gelegenen Abschnitten wie der Bifurkation, was die 
erfolgreiche Akkumulation der SPIONs an den dafür vorgesehenen Stellen im Gefäß darlegt und 
somit die Durchführbarkeit des MDT an großen, gut zugänglichen Gefäßen veranschaulicht. In 
den Tieren der frühen Behandlungsgruppe konnte ein unerwarteter proinflammatorischer 
Effekt der SPION-DEXA Behandlung im Gegensatz zu den Kontrollgruppen verzeichnet werden, 
was durch eine erhöhte IMD und einen signifikant erhöhten Gehalt an Makrophagen in den 
Tieren der SPION-DEXA Gruppe im Gegensatz zu den gänzlich ohne Partikel behandelten Tieren 
erkenntlich wurde. In der späten Versuchsgruppe konnte keine anti-atherosklerotische oder 
Plaque stabilisierende Wirkung durch die Behandlung mit Kortikoiden verzeichnet werden. 
Schlussfolgerungen 
Das MDT stellt eine praktikable und effiziente Methode dar, Wirkstoffe erfolgreich zu verletzten 
Arterien in vivo zu transportieren. Die Behandlung solcher Gefäßverletzungen mithilfe des MDT 
in der lipidreichen Umgebung einer Atherosklerose könnte jedoch bei Verwendung von mit 
Dexamethason Phosphat gebundenen SPIONs eine verstärkte Entzündungsreaktion 
hervorrufen. 
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1 Einleitung 
1.1 Atherosklerose – ein schleichender Prozess mit fatalen Folgen 
1.1.1 Definition, Epidemiologie und Risikofaktoren 
Im Jahr 2016 forderten Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems 17,9 Millionen Todesopfer 
weltweit [1, 2]. Dies entspricht einem Anteil von 31% aller globalen Todesfälle [2] und stellt so 
die Todesursache Nummer eins dar [2, 3]. Bis 2030 soll diese Zahl auf bis zu 23,6 Millionen weiter 
ansteigen [1, 4]. In der Europäischen Union sind kardiovaskuläre Erkrankungen sogar für 42% 
aller Sterbefälle verantwortlich [5]. Auch hier in Deutschland liegen diese Erkrankungen mit 
einem Anteil von rund 38,5% aller Sterbefälle im Jahr 2015 noch immer vor Todesfällen durch 
bösartige Metaplasien, welche in etwa 25% der Sterbefälle ausmachen [5, 6] (Abb. 1). 
 
Abbildung 1 Todesursachen in Deutschland; eigene Darstellung nach Daten des Statistischen 
Bundesamtes Deutschland [6]. 
Kardiovaskuläre Erkrankungen, welche sich an den arteriellen Blutgefäßen manifestieren, ziehen 
ein breites Spektrum an klinischen Erscheinungsbildern nach sich, wovon die meisten 
lebensbedrohlich sind. Es können sowohl die großen muskulären Blutgefäße, aber auch die 
Gefäße, welche lebenswichtige Organe wie Herz, Hirn oder Lungen mit Blut versorgen, betroffen 
sein [7-9]. Durch die zunehmende Verengung von Arterien, welche letztendlich in einer 
kompletten Obstruktion des betroffenen Gefäßes resultieren kann, sowie durch Bildung von 
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Thromben und deren Ablösung von der Gefäßwand entstehen lebensbedrohliche Situationen 
[9]. Diese umfassen Myokardinfarkt, Angina pectoris, Aortenaneurysma, Apoplex, 
Lungenembolie und viele weitere akut vitalitätsbedrohende Vorfälle [7, 8]. Den Ausgangspunkt 
für diese Herz-Kreislauf-Erkrankungen bildet meist eine Atherosklerose [5, 7]. Dabei handelt es 
sich um eine chronisch entzündliche Erkrankung der großen arteriellen Gefäße [9], die durch 
zunehmende Verdickung der Gefäßwand und Verengung der Arterien charakterisiert ist [7, 10, 
11]. Die Atherosklerose wird dabei im deutschen Sprachgebrauch häufig mit der Arteriosklerose 
gleichgesetzt, wobei erstere vor Allem die elastischen und die größeren und mittelgroßen 
muskulären Arterien betrifft, während zweitere ein allgemeiner Sammelbegriff für krankhafte 
Gefäßveränderungen ist [11]. Die Verdickung der Arterienwand geschieht durch den komplexen 
Prozess der Plaquebildung, bei welchem Lipide im Inneren der Gefäßwand angereichert werden 
[9, 12] und im Laufe der Zeit auch kalzifizieren können [7]. Dies führt zur Verengung des 
Gefäßlumens und resultiert schlimmstenfalls in einer ischämischen Reaktion durch 
verminderten Blutfluss zum entsprechenden Zielgewebe [10]. Erste Manifestationen einer 
solchen Plaque können bereits im Kindes- und Jugendalter als sogenannte „fatty streaks“ 
auftreten [8, 13, 14], welche jedoch komplett symptomlos und reversibel sind. Diese Läsionen 
können sich also entweder zurückentwickeln oder aber sich unbemerkt zu einer gefährlichen 
Plaque weiterentwickeln [15, 16], welche bis zum Auftreten einer ischämischen Reaktion meist 
vollständig unbemerkt bleibt. Dies bedeutet, dass es in vielen Fällen unmöglich ist eine 
manifeste Atherosklerose vor dem Auftreten einer akuten Ischämiereaktion zu diagnostizieren, 
um frühzeitig entsprechende Behandlungsmaßnahmen ergreifen zu können. Weshalb eine 
Atherosklerose überhaupt erst entsteht ist nicht schlussendlich geklärt. Es gibt allerdings 
mannigfaltige Risikofaktoren wie Tabakrauch, Hypertonus, Diabetes mellitus oder Fettleibigkeit, 
die eine unter Umständen vorhandene genetische Prädisposition noch verstärken und so die 
Entwicklung einer Plaque fördern können [8, 9]. 
1.1.2 Entwicklung einer atherosklerotischen Läsion in der Gefäßwand 
Atherosklerotische Plaques entwickeln sich zumeist in den großen und mittelgroßen arteriellen 
Gefäßen des Blutkreislaufs [8, 9, 11, 17]. Diese sind im Gegensatz zu venösen Gefäßen dafür 
verantwortlich die entsprechenden Zielgewebe mit Nährstoffen und vor Allem mit Sauerstoff zu 
versorgen, während das venöse System dafür zuständig ist das sauer- und nährstoffarme Blut 
zurück zu den Lungen zu transportieren. Die atherosklerotische Initialläsion beginnt sich in der 
innersten Schicht der Gefäßwand zu etablieren, der sogenannten Tunica Intima. Diese ist aus 
einer Monoschicht von Endothelzellen aufgebaut, welche eine Barriere zwischen dem 
strömenden Blut und dem Gewebe bildet [18]. Den Abschluss zur mittleren Gefäßschicht, der 
Tunica Media, bildet die Lamina elastica interna [19]. Die Tunica Media selbst besteht 
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größtenteils aus glatten Muskelzellen, Kollagenfasern und elastischen Fasern. Durch die 
Muskelschicht kann Vasodilatation oder Vasokonstriktion erfolgen und so der Gefäßtonus 
aufrechterhalten werden [19]. Bei fortgeschrittenen Plaques spielt auch diese Mittelschicht eine 
Rolle. Die äußerste Schicht der Gefäßwand bildet die Tunica Adventitia, welche mit der Tunica 
Media über die Lamina elastica externa verbunden ist. Sie besteht größtenteils aus Fibroblasten 
und Kollagenfasern, welche das Gefäß im umliegenden Gewebe fixieren. Außerdem enthält 
diese Schicht winzige Blutgefäße zur Versorgung des Gefäßes selbst, sogenannte Vasa vasorum, 
sowie Nerven [19] (s. Abb. 2). 
Die entscheidende Struktur zur Entstehung einer atherosklerotischen Läsion stellen die 
Endothelzellen der Intima dar [18, 20]. Diese kleiden die Gesamtheit der Gefäße mit über 1013 
Zellen und einer Gesamtfläche von circa 4000 bis 7000 m² aus [21-23]. Wenn diese in ihrer 
Funktion eingeschränkt werden besteht im Zusammenspiel mit verschiedenen Risikofaktoren 
wie beispielsweise Hypercholesterinämie, Hyperglykämie, arteriellem Hypertonus, 
Nikotinabusus, hohem Alter [24], Diabetes mellitus oder männlichem Geschlecht [25] das Risiko, 
dass eine atherosklerotische Läsion entsteht [9-11, 24]. Das Endothel hat im gesunden Zustand 
mehrere wichtige Funktionen, wie die Regulierung der Homöostase [18, 22, 26]. Durch das 
Erfassen im Blut zirkulierender Signalstoffe und seiner Möglichkeit, hämodynamische 
Änderungen im Blutfluss zu erspüren, kann das Endothel durch Freisetzung von autokrinen und 
parakrinen Stoffen auf physikalische, chemische und biologische Stimuli reagieren [26]. Auch die 
Sicherung eines anti-thrombogenen Übergangs zwischen Blut und Gewebe, die Regulierung von 
Thrombozytenadhäsion, Thrombusbildung und Thrombolyse, aber auch die Aufrechterhaltung 
des Gefäßtonus [18] sowie die Regulierung des Fettstoffwechsels und Entzündungsreaktionen 
können Endothelzellen durch Freisetzung bestimmter Substanzen regulieren [26]. Eine wichtige 
vom Endothel exprimierte Substanz ist Stickstoffmonoxid (NO), welches vasodilatatorisch 
wirksam ist [25, 27], jedoch auch die Thrombozytenaggregation sowie die Leukozytenadhäsion 
am Endothel hemmt und deren Migration durch das Endothel hindurch verhindert [27]. 
Außerdem wird durch NO die Proliferation von glatten Muskelzellen verhindert sowie die 
Oxidation vom gefährlichen low-density lipoprotein (LDL) zu dessen oxidierter Form (ox-LDL), 
was bei der Entstehung einer Plaque eine entscheidende Rolle spielt, inhibiert [27, 28]. 
Atherosklerotische Läsionen entstehen vorzugsweise an Prädilektionsstellen wie 
Arterienabzweigungen, Bifurkationen oder gekrümmten Bereichen der Arterie , da dort die 
Schubspannung, welche durch den Blutfluss auf das Endothel einwirkt, eine andere ist als in 
geraden Abschnitten des Gefäßes [29-32]. Der Blutfluss ändert sich an diesen Stellen also von 
einer laminaren Strömung hin zu einer turbulenten, was das Endothel wiederum erspüren und 
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darauf reagieren kann [26, 29, 30]. Als Reaktion auf die umgewandelte Schubspannung 
verändern die Endothelzellen die Anordnung ihres Zytoskelettes, ihre Genexpression sowie ihre 
Wundheilungseigenschaften und die Leukozytenadhäsion, aber auch vasoregulatorische, 
entzündliche und oxidative Veränderungen der Arterienwand finden statt [30, 33, 34]. All dies 
sind Faktoren, welche die Entstehung einer Plaque beeinflussen. Ist das Endothel nun durch 
ungünstige hämodynamische Gegebenheiten verändert und in seiner atheroprotektiven 
Funktion eingeschränkt, kann das bei bestehender Hypercholesterinämie im Blut zirkulierende 
LDL ins Innere des Endothels eindringen und sich dort anreichern [8, 9, 25]. Dort werden die 
Lipoproteine dann durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu ox-LDL umgewandelt [8]. Dies 
verringert die Bioverfügbarkeit von NO und führt dazu, dass Endothelzellen aktiviert werden [8, 
15] und an dieser Stelle beginnt der inflammatorische Prozess. Durch die Aktivierung der 
Endothelzellen nämlich wird deren Expression von Adhäsionsmolekülen gesteigert [25]. Eine 
zentrale Rolle nimmt hierbei das Adhäsionsmolekül VCAM-1 ein, wodurch Monozyten und T-
Lymphozyten rekrutiert werden [8, 25]. Weitere am Geschehen beteiligte Adhäsionsmoleküle 
sind beispielweise ICAM-1 und E-Selektin, die zur Rekrutierung weiterer im Blut zirkulierender 
Entzündungszellen wie dendritischen Zellen oder Mastzellen beitragen [15, 35]. Aufgrund der 
dann möglichen Anhaftung an den Endothelzellen können die entsprechenden 
Entzündungszellen durch in der Intima produzierte Zytokine und Chemokine wie ox-LDL oder 
MCP-1 [35] ins Innere der Arterienwand transmigrieren [15, 36]. Dort angelangt differenzieren 
sich die Monozyten zu Makrophagen und nehmen das angestaute ox-LDL über sogenannte 
Scavenger-Rezeptoren endozytotisch auf [25], wodurch sie zu sogenannten Schaumzellen 
werden [7-9, 25]. Diese Schaumzellen stellen dann die erste Form der Plaque, die Initialläsion 
dar. Sind durch anhaltende Proliferation viele Schaumzellen vorhanden, spricht man vom „fatty 
streak“, welcher im Lichtmikroskop leicht als gelbliche Veränderung in der Arterienwand zu 
erkennen ist [7, 8]. Da diese Veränderung jedoch noch reversibel ist wird sie zunächst nicht als 
manifeste Atherosklerose angesehen [8]. 
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Abbildung 2 Schematische Darstellung der Arterienwand im gesunden und atherosklerotisch 
veränderten Gefäß. Im gesunden Gefäß (links) ist ein regelmäßiger Wandbau ohne 
Veränderungen erkennbar. Die atherosklerotische Läsion (rechts) stellt sich in der Intima 
dar. Sie besteht aus einem Lipidkern, der von Cholesterin und LDL / ox-LDL gebildet wird 
und von Makrophagen, Schaumzellen und glatten Muskelzellen umgeben ist. Außerdem 
ist extrazelluläre Matrix am Aufbau der Läsion beteiligt. Eigene Darstellung basierend auf 
[37]. 
1.1.3 Von der Initialläsion zur rupturierten Plaque 
Die Makrophagen nehmen so lange ox-LDL auf bis sie daran zugrunde gehen, da der Scavenger-
Rezeptor, im Gegensatz zum natürlichen LDL-Rezeptor, nicht durch die Akkumulation von 
Cholesterin im Inneren der Zelle herunterreguliert wird [25]. Das Absterben der Makrophagen 
sowohl durch Apoptose als auch durch Nekrose führt zur Freisetzung der aufgenommenen 
Lipide in den Extrazellulärraum und trägt dazu bei, dass inmitten der Plaque ein weicher 
Lipidkern entsteht, welcher zur Destabilisierung der Plaque beiträgt [25]. Dadurch wird ein 
Fortschreiten des Entzündungsprozesses angeregt [8, 10]. Sobald ein solcher Lipidkern präsent 
ist bezeichnet man die Läsion als Atherom [7, 8] (s. Abb. 3). Endothelzellen und Makrophagen 
sezernieren zusätzlich dazu verschiedene Zytokine, welche glatte Muskelzellen aus der Media 
dazu anregen, in die Intima zu migrieren und dort zu proliferieren [8, 38, 39]. Die glatten 
Muskelzellen verändern, in der Intima angelangt, ihren kontraktilen Phänotyp in einen 
sezernierenden und beginnen die Bestandteile der extrazellulären Matrix zu sezernieren [7, 25, 
39]. Diese besteht zum größten Teil aus Kollagenfasern vom Typ I, Elastin und Proteoglykanen 
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[7, 13, 36]. Die Extrazellulärmatrix bildet einen Großteil des Volumens der Plaque und formiert 
außerdem eine schützende fibröse Kappe über dem nekrotischen Lipidkern (s. Abb. 3). Durch 
die Zellproliferation von glatten Muskelzellen soll der Plaque eigentlich Stabilität gegeben 
werden, da die glatten Muskelzellen als Reparaturmaßnahme in das entzündlich veränderte 
Gebiet rekrutiert werden [25]. Die durch Produktion von Extrazellulärer Matrix weiter an Größe 
zunehmende Plaque wächst nun zunächst in Richtung der Media, also vom Lumen weg, was als 
kompensatorisches Wachstum oder positives Remodelling bezeichnet wird [7, 10]. So kann der 
Blutfluss bei einer Plaque, welche bis zu 40% des Gefäßquerschnittes beansprucht, 
unbeeinträchtigt bleiben [40]. Solange der Innendurchmesser der Arterie also konstant bleibt, 
ändert sich auch die hämodynamische Gegebenheit nicht, welche initial zur Entstehung der 
Läsion beigetragen hat. Dies fördert weitere LDL-Akkumulation und treibt den 
Entzündungsprozess in der Arterienwand voran. Dadurch schwillt die Plaque weiter an und die 
anhaltende Inflammation führt zur Expression von Matrix Metalloproteinasen (MMPs) aus 
Endothelzellen und Monozyten, welche zu exzessiver Matrixdegradation führen [32, 38]. Durch 
diese Matrixdegradation verliert die Plaque an Stabilität und verändert sich hin zu einer 
gefährlichen vulnerablen Läsion [32]. Gewinnt die Plaque also zunehmend an Größe, reicht die 
Läsion schlussendlich doch weit genug in das Lumen hinein um klinisch eine obstruktive 
Gefäßerkrankung hervorzurufen [10] (s. Abb. 3) oder gar eine ischämische Reaktion auszulösen 
[7, 40], da das Gefäß irgendwann nicht mehr in der Lage ist mittels kompensatorischer Dilatation 
den Blutfluss konstant zu halten [9]. Weiterhin führt die fortwährende Inflammation zur 
sekundären Nekrose von Makrophagen und Schaumzellen, aber auch zur Apoptose glatter 
Muskelzellen durch Produktion von Apoptose-fördernden Mediatoren durch aktivierte Immun- 
und Entzündungszellen [16]. So wächst der nekrotische Kern aus Lipiden und Zelltrümmern im 
Inneren der Läsion weiter an, während nicht mehr genug glatte Muskelzellen vorhanden sind, 
um die schützende fibröse Kappe zu erhalten. Die Plaque nimmt also mehr Volumen des Gefäß 
Lumens ein, wird aber durch die Ausdünnung der fibrösen Kappe weniger vor 
hämodynamischen Einwirkungen geschützt. Dies macht die Plaque vulnerabel und 
rupturgefährdet [7, 32, 38]. Diese Läsion wird als „Thin fibrous cap atheroma“ bezeichnet [8, 41, 
42] (s. Abb. 3). Ein weiterer Aspekt, der eine vulnerable Plaque auszeichnet, ist die 
Neovaskularisation der Läsion. Adventitia und Media werden durch in der Adventitia gelegene 
Vasa vasorum mit Sauerstoff versorgt, während die Nutrition der Endothelzellen über Diffusion 
aus dem vorbeifließenden Blut erfolgt [43, 44]. Bei Vorhandensein einer atherosklerotischen 
Plaque ist eine solche Versorgung über Diffusion nicht mehr erreichbar. Daher sprießen Gefäße 
aus den Vasa vasorum der Adventitia in die Läsion ein [43, 44], was besonders häufig in 
vulnerablen und rupturgefährdeten Läsionen zu beobachten ist [7, 25, 41, 44, 45]. Die Exposition 
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mit der atherosklerotischen Umgebung der Intima stimuliert eine abnorme vaskuläre 
Entwicklung, wodurch die neuen Gefäße unreif und außerdem undicht sind, was zu Blutungen 
innerhalb der Läsion führt [46]. Dies hat zur Folge, dass Leukozyten und Erythrozyten in das 
Plaquegewebe übertreten und so erneut die Entzündung stimulieren [46]. Im Falle einer Ruptur 
würde also durch die Exposition thrombogenen Materials aus der Plaque mit den Zellen des 
Blutes durch Aktivierung der Gerinnungskaskade schnell ein Thrombus entstehen und im 
schlimmsten Fall zu einer ischämischen Reaktion des zu versorgenden Gewebes führen. In vielen 
Fällen betrifft dies Herz oder Gehirn, was die akute Lebensgefahr dieser Vorfälle verdeutlicht. 
Dass die Gefäßerkrankung meist bis zum Auftreten eines solchen Vorfalls unbemerkt bleibt 
unterstreicht die zu Beginn dargestellten Zahlen und fordert anhaltende Forschung zur 
gezielteren Diagnostik und Therapie der Erkrankung. 
 
 
Abbildung 3 Entstehung der Atherosklerose. Schematische Darstellung nach Rader [10]; a. LDL 
akkumuliert im Endothel, Makrophagen nehmen LDL endozytotisch auf und werden so zu 
Schaumzellen; b. Zellen der Abwehr (hier T-Zellen) und glatte Muskelzellen migrieren in die 
Läsion, produzieren EZM und fördern die Inflammation, Wachstum der Läsion; c. Ein 
nekrotischer Kern aus Zellresten und Lipiden (hier Cholesterin) formt sich im Zentrum der 
Läsion, glatte Muskelzellen bilden eine schützende fibröse Kappe über der Läsion, 
Entstehung eines Thrombus an der Oberfläche der Läsion; d. Weitere Größenzunahme der 
Läsion durch Lipideinlagerung und Entzündungsgeschehen. 
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1.1.4 Derzeitige Behandlungskonzepte und Therapiemöglichkeiten 
Erster Handlungsbedarf zur Prävention eines kardiovaskulären Geschehnisses besteht beim 
Nachweis erhöhter Werte atherogener Lipoproteine wie LDL im Blutplasma. Diese fördern, wie 
vorhergehend beschrieben, die Entstehung einer Atherosklerose. Die heutzutage gängigste 
Intervention bei solchen Blutwerten besteht in der medikamentösen Therapie durch Statine [8, 
24, 47-49]. Statine sind Inhibitoren der Hydroxymethyl-Glutaryl-Coenzym-A- (HMG-CoA-) 
Reduktase, einem Enzym, welches an der Cholesterinsynthese beteiligt ist, und senken dadurch 
die Konzentration von LDL im Blut [24, 47-49]. Außerdem werden Statinen weitere 
kardioprotektive Eigenschaften, beispielsweise durch ihre antiinflammatorische oder 
antioxidative Wirkung auf Endothelzellen, zugeschrieben [24, 48]. Der Einsatz von Statinen bei 
erhöhten LDL-Werten zählt somit zur primären Prävention eines kardialen Vorfalls, da bis zum 
Einsatz des Medikamentes noch kein akuter Vorfall aufgetreten ist [49]. Diese Primärprophylaxe 
kann durch Minimierung verschiedener Risikofaktoren noch unterstützt werden. Dies bedeutet 
für den Patienten eine ausgewogene Ernährung oder Diät zur Gewichtskontrolle einzuhalten, 
regelmäßige körperliche Betätigung und Sport [50, 51] aber auch eine strikte Nikotinkarenz [8]. 
Diese Veränderungen am Lebensstil des Patienten, wie auch die medikamentöse Therapie mit 
Statinen, spielen neben der Primärprophylaxe auch als Sekundärprophylaxe eine Rolle [49, 52]. 
Neben Statinen werden auch andere Medikamente zur Prävention eines ischämischen Vorfalls 
eingesetzt. Beispielsweise Präparate, welche die Aktivität des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems herabsetzen, das wiederum eine Rolle bei der Regulierung des Blutdruckes spielt, wie 
Angiotensin-Converting-Enzyme- (ACE-) Hemmer oder Angiotensin-Rezeptor-Blocker [10, 24, 
53, 54]. Weiterhin werden sogenannte Beta-Blocker eingesetzt, welche Beta-Adrenorezeptoren 
an der Bindung mit dem entsprechenden Substrat hindern und dadurch ebenfalls den Blutdruck 
kontrollieren [24]. Diese Medikamente werden in erster Linie zur Behandlung des arteriellen 
Hypertonus eingesetzt, welcher bei der Entstehung einer Atherosklerose ebenfalls eine Rolle 
spielt. Die derzeitige Forschung beschäftigt sich zudem mit unterschiedlichsten Methoden, um 
der Entwicklung einer atherosklerotischen Läsion vorzubeugen. Der Fokus liegt dabei auf 
antiinflammatorischer Therapie [55, 56] beispielsweise durch TNF-α-Blocker oder aber auch 
Atherosklerose-spezifischer Immunisierung [49, 57]. Diese Therapiemöglichkeiten werden bei 
anderweitigen Erkrankungen derzeit bereits erfolgreich angewandt, sind jedoch für die 
Atherosklerose noch nicht in der Klinik angekommen. 
Beim akuten Myokardinfarkt oder auch bei einer Angina pectoris werden NO-Donatoren, wie 
Nitroglycerin, eingesetzt, welche das Endothel mit NO versorgen und eine schnelle Vasodilata-
tion auslösen, wodurch sie in der Lage sind Schmerzen augenblicklich zu lindern [58]. Das 
oberste Ziel während einer akuten Ischämiereaktion besteht darin, eine möglichst sofortige 
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Revaskularisation des ischämischen Gewebes zu erlangen, um nachfolgende Gewebsnekrosen 
und Folgeschäden zu verhindern [59]. Dazu muss sich der Patient schnellstmöglich einer 
operativen Behandlung unterziehen, wobei per Angiographie eine perkutane transluminale 
Koronarangioplastie (PTCA) erfolgt [59]. Bei dieser Behandlung wird ein Ballonkatheter in das 
obstruierte Koronargefäß eingeführt und dort mit Luft aufgebläht, was zu einer Dilatation und 
damit Revaskularisation des betroffenen Gefäßes führt [60]. In 80-90% der Fälle ist diese 
Behandlung mit einer Stentimplantation verbunden, um das Gefäß dauerhaft vor einer Stenose 
zu schützen [60]. Diese Therapie erfolgt in Kombination mit der Verabreichung eines 
Thrombozytenaggregationshemmers um eine Restenose, meist innerhalb des Stents, zu 
vermeiden [60]. Eine weitere zahlreich angewandte operative Behandlung ist die koronare 
Bypass Operation (CABG), bei der durch Gefäßanschluss das verlegte Gefäß umgangen wird [59]. 
Besteht innerhalb von 90 Minuten nach dem Infarkt jedoch nicht die Möglichkeit eine operative 
Behandlung durchzuführen, muss mit Vasodilatatoren und Thrombozytenaggregationshem-
mern versucht werden, den Thrombus zu lösen [59]. Da diese operativen Verfahren für den 
Patienten noch immer mit großen Risiken verbunden sind, ist es unabdingbar weiter nach einer 
non- beziehungsweise minimalinvasiven Therapie zu forschen, welche es ermöglicht eine Plaque 
bereits dann zu therapieren, wenn noch kein akut ischämisches Ereignis stattgefunden hat. Auch 
die derzeitig verfügbaren Medikamente zur konventionellen Therapie haben den Nachteil der 
systemischen Verabreichung, was die Maximaldosis deutlich einschränkt und zu schweren 
Nebenwirkungen führen kann. 
1.2 Nanopartikel zur Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen 
Eine Lösung für dieses Problem der ungenügenden Effizienz der verfügbaren Therapien könnten 
dabei biomedizinisch angewandte Nanopartikel darstellen. Im Folgenden wird auf diese 
neuartige Möglichkeit der Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen näher eingegangen. 
1.2.1 Nanomedizin – Definition und potenzielle Anwendungsbereiche 
Nanomedizin bezeichnet die medizinische Anwendung von Nanotechnologien für diagnostische 
und therapeutische Zwecke, sowie deren biomedizinischen Einsatz zur Kontrolle und 
Überwachung biologischer Systeme [61]. Hierbei stehen Bildgebung, gezielter 
Wirkstofftransport zu krankhaft veränderten Geweben, kontrollierte Biodistribution, reduzierte 
Toxizität des Wirkstoffes und exakt determinierte Abgabe dessen im Zielgewebe durch 
Nanosysteme besonders im Fokus [62]. Es existieren verschiedenste Arten von Nanomaterialien, 
welche in organische, anorganische oder organisch-anorganische Mischformen eingeteilt 
werden können [63-65]. Zu den wichtigsten klinisch eingesetzten Nanopartikeln gehören 
polymere Nanopartikel, Liposomen und feste Lipid-Nanopartikel [63, 66]. Zu den organischen 
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Nanopartikeln zählen beispielsweise Lipidpartikel oder proteinbasierte Partikel [65]. Zur Gruppe 
der anorganischen Konstrukte zählen metallische Partikel sowie Metalloxid-Partikel, welche für 
die in vivo Studie in dieser Arbeit verwendet wurden [65]. Die Entwicklung sowie die 
experimentelle und klinische Testung neuartiger biomedizinisch wirksamer Nanopartikel soll 
insgesamt zur Verbesserung von Diagnostik, Therapie und Prävention diverser Erkrankungen 
dienen und den Weg hin zu einer zeitgemäßen Behandlung dieser Erkrankungen bahnen. Der 
Fokus der Forschung liegt dabei in erster Linie auf Diagnostik und Therapie von 
Krebserkrankungen und Atherosklerose, wobei hier die Detektion und die Stabilisierung 
rupturgefährdeter Plaques eine zentrale Rolle einnimmt [63].  
1.2.2 Nanopartikel – Aufbau und Besonderheiten 
Nanopartikel exakt zu definieren ist nicht einfach, da vielzählige unterschiedliche Definitionen 
für Nanopartikel anhand ihrer Größe existieren. So werden die Partikel oft als Konstrukte mit 
einer Größe zwischen 1 und 100 nm oder < 100 nm beschrieben [67-69]. Die von der FDA (U.S. 
Food and Drug Administration) zur medizinischen Anwendung freigegebenen Nanopartikel sind 
aus Sicherheitsgründen als Gebilde mit der Größenordnung unter 1 µm definiert. Viele 
Nanopartikel liegen jedoch mit einer Größe < 100 nm in der gleichen Größenordnung wie 
Antikörper, Proteine, Membranrezeptoren und viele weitere Biomoleküle [70, 71] was für eine 
Interaktion mit den körpereigenen Bestandteilen von Vorteil ist. Aufgrund ihrer kleinen Größe 
weisen Nanopartikel ein besonders großes Verhältnis von Oberfläche zu Volumen auf [61, 62, 
72] und sind durch ihre leicht veränderbaren Eigenschaften außerordentlich biomimetisch 
wirksam [70]. Neben ihrer Größe zählen Gestalt, chemische Funktionalität, Oberflächenladung, 
Kinetik, Transport und Toxizität zu den wichtigen veränderbaren Eigenschaften von 
Nanomaterialien [68], welche allesamt die Interaktion mit Biomolekülen beeinflussen. Der 
Größenbereich der Partikel spielt beispielsweise eine wichtige Rolle bei der Verteilung im 
Gewebe. So werden intravenös verabreichte Nanopartikel < 5 nm schnell durch die Nieren aus 
dem Blut gefiltert und ausgeschieden, während Partikel > 200 nm sehr schnell in Leber und Milz 
angereichert werden [68]. Dort werden sie von Zellen des Retikulohistiozytären Systems (RHS) 
dann weiter abgebaut, was wiederum deren Zirkulationszeit im Blut verringert [68, 72]. Eine 
kleinere Partikelgröße führt also zu längerem Verbleib im Blut, was für die meisten 
Anwendungen wünschenswert ist [68]. Daher liegt die optimale Größe für intravenös injizierte 
Partikel zwischen 10 und 100 nm, da in dieser Größenordnung die längste Zirkulationszeit 
erreicht wird [72]. Die zelluläre Aufnahme der Nanosysteme wird neben deren Größe auch durch 
deren Oberflächenladung (ζ-Potential) beeinflusst [68, 70]. Dabei werden nicht-
funktionalisierte, negativ oder neutral geladene Partikel grundsätzlich schlechter in die Zellen 
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aufgenommen als positiv geladene, was an dem Rückstoß-Effekt negativ geladener Partikel an 
der minimal negativ geladenen Zellwand liegt [68, 73]. 
Um die Biokompatibilität, die biologische Halbwertszeit sowie die Zirkulationszeit der 
Nanopartikel zu steigern werden diese mit unterschiedlichen Hüllsubstanzen ummantelt 
(gecoated) [66-68, 72]. Dies können Polymere, Fettsäuren, Peptide oder Proteine sein. Des 
Weiteren ermöglicht das Coating der Nanopartikel die Bindung therapeutischer Wirkstoffe, 
fluoreszierender Stoffe oder Oligonukleotide an die Partikel [67, 68, 72, 74]. Die 
Oberflächeneigenschaften der Partikel werden also durch das Coating verändert. Diese 
Eigenschaften spielen eine entscheidende Rolle bei der Toxizität der Nanopartikel, da sie deren 
Interaktionen mit Zellen und anderen biologischen Einheiten entscheidend beeinflussen [75]. So 
werden beispielsweise Lipidpartikel meist mit Polyethylenglykol (PEG) gecoated, da sie aufgrund 
ihrer Ähnlichkeit mit der humanen Zellmembran sonst rasch von den Zellen des Immunsystems 
erkannt und eliminiert werden würden. Bei PEG handelt es sich um ein nicht-toxisches, in 
Wasser lösliches Polymer, welches außerdem durch die FDA zur Anwendung freigegeben ist 
[76]. Neben der Verringerung der Protein-Immunogenität bietet PEG den Vorteil eines längeren 
Verbleibs der Partikel im Organismus sowie einen reduzierten Abbau der Nanosysteme durch 
metabolische Enzyme [72, 76]. Des Weiteren können auch Proteine zur Ummantelung der 
Partikel genutzt werden, wie beispielsweise Bovines Serum Albumin (BSA) oder Humanes Serum 
Albumin (HSA). HSA wurde als Coating für die in dieser Arbeit verwendeten Partikel gewählt. 
1.2.3 Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel und deren therapeutisches 
Potenzial 
Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel (SPIONs), die zu den anorganischen 
Nanosystemen gehören, haben bereits viele biomedizinische wie biotechnische 
Anwendungsbereiche. Dazu zählt beispielsweise ihr Einsatz als Kontrastmittel in der 
Magnetresonanztomografie oder ihr Gebrauch bei Hyperthermie und Magnetic Drug Targeting 
(MDT) [77]. Um diese, und viele weitere Anwendungen zu ermöglichen, ist es unabdingbar, dass 
die SPIONs spezielle Charakteristika aufweisen. Dazu zählt eine Partikelgröße von unter 100 nm 
mit einer möglichst geringen Größenabweichung der Partikel, ein hohes Potenzial zur 
Magnetisierung, Biokompatibilität und spezielles Coating für die jeweilige Anwendung [72, 78]. 
Erst wenn die Partikel uniforme chemische sowie physikalische Attribute aufweisen, ist eine 
Entwicklung hin zum medizinischen Einsatz der SPIONs möglich [72]. Der Eisenoxidkern der 
Partikel für die medizinische Anwendung besteht entweder aus Magnetit (Fe3O4) oder aus 
Maghemit (Fe2O3) [79], da beide Oxide in der Regel gut verträglich sind [80]. Mit dem richtigen 
Coating können die magnetischen Eisenoxidpartikel im passenden Medium zu homogenen 
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Suspensionen verarbeitet werden, welche dann als Ferrofluide bezeichnet werden [72, 81]. 
Diese Suspensionen sind in der Lage mit einem externen Magnetfeld zu interagieren und so zum 
Beispiel erfolgreich als Kontrastmittel bei der MRT zu agieren [82]. Die Besonderheit der SPIONs, 
welche sich in der Medizin vor allen Dingen zu Nutze gemacht wird, ist deren 
superparamagnetisches Verhalten. Dies bedeutet, dass die Nanopartikel lediglich unter 
Einwirkung eines externen Magnetfeldes magnetisch wirksam sind [78, 81-83]. Dieser Effekt des 
Superparamagnetismus tritt nur dann auf, wenn die Partikel so klein sind, dass jeder SPION nur 
eine einzige magnetische Domäne besitzt [83, 84], was bei einer Partikelkerngröße im Bereich 
von wenigen Nanometern gegeben ist. Diese Eigenschaft erlaubt diverse Anwendungen, wie 
MDT oder Hyperthermie.  
1.2.4 Magnetic Drug Targeting als mögliches Behandlungskonzept 
Beim MDT handelt es sich um ein Verfahren, bei dem therapeutische Wirkstoffe an magnetische 
SPIONs gebunden sind, welche als Ferrofluid intraarteriell injiziert werden und durch ein extern 
appliziertes Magnetfeld im entsprechenden Zielgewebe angereichert werden, um dort dann den 
Wirkstoff exakt abzugeben [85] (s.Abb. 4). Diese Methode stellt beispielsweise in der Onkologie 
eine vielversprechende Alternative zur konventionellen Chemotherapie dar. Das 
Chemotherapeutikum wird hierfür an die SPIONs gebunden und dieses 
Wirkstofftransportsystem wird dann intraarteriell in das den Tumor versorgende Gefäß injiziert. 
Anschließend wird das extern erzeugte Magnetfeld auf den Tumor gerichtet und die 
magnetischen Nanopartikel können im Tumorgewebe akkumulieren und das Therapeutikum so 
dorthin transportieren, wo es nur von den dafür vorgesehenen Tumorzellen aufgenommen 
werden kann. Dadurch wird eine systemische Wirkung der Zytostatika, welche schwere 
Nebenwirkungen, wie Haarausfall oder Übelkeit hervorrufen kann, umgangen und lediglich die 
Tumorzellen werden therapiert. Der große Vorteil einer solch gezielten Therapie liegt dabei in 
der erhöhten Wirkstoffkonzentration im betroffenen Gewebe und dadurch einer höheren 
therapeutischen Wirksamkeit bei gleichzeitiger Reduktion systemischer Nebenwirkungen [70, 
86, 87]. 
Die klinische Durchführbarkeit des MDT wurde bereits 1996 von Lübbe et al. gezeigt [88]. An 
dieser Phase I Studie nahmen 14 Patienten mit fortgeschrittenen soliden malignen Neoplasien 
bei bislang erfolgloser konventioneller Chemotherapie teil, welche dann per MDT mit Epirubicin-
beladenen Partikeln behandelt wurden. Die Partikelbehandlung war insgesamt gut verträglich 
und bei der Hälfte der Patienten konnte eine erfolgreiche Akkumulation der Partikel im 
Zielgewebe ohne unerwünschte Nebenwirkungen festgestellt werden. In einer präklinischen 
Studie von Tietze et al. [89], in welcher Tumoren in Kaninchen durch Mitoxantron-beladene 
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SPIONs behandelt wurden, konnte durch die intraarterielle Applikation der wirkstoffbeladenen 
Partikel bei gleichzeitiger Applikation eines externen Magnetfeldes eine signifikante 
Akkumulation von SPIONs und Wirkstoff im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Die 
intravenöse Injektion der SPIONs war selbst unter Applikation eines externen Magnetfeldes 
nicht erfolgreich, da die Partikel über Leber und Nieren ausgeschieden wurden. Im selben 
Versuch konnte außerdem bei 30% der behandelten Tiere nach einmaliger Anwendung des MDT 
eine Remission des Tumors festgestellt werden. Eine weitere vielversprechende Studie von Lyer 
et al. [90] zeigt ebenfalls Tumorremission nach MDT mit wirkstoffbeladenen SPIONs. 
Die erfolgreiche Akkumulation bestimmter SPION-Arten wurde außerdem in einem ex vivo 
Modell an menschlichen Arterien gezeigt [91], was darauf schließen lässt, dass das MDT auch 
ein geeigneter Ansatz zur Therapie atherosklerotischer Plaques sein könnte. 
 
Abbildung 4 Schematische Darstellung des MDT zur Behandlung einer atherosklerotischen Plaque; 
eigene Darstellung. 
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1.2.5 SPION: Coating und Beladen der Partikel mit Dexamethason 
Für die klinische Anwendung der SPIONs ist es nötig, den potenziell toxischen Eisenoxidkern der 
Partikel, der weiteren Anwendung entsprechend, zu ummanteln. Dabei ist die Stabilisierung der 
Partikel in kolloidaler Form von größter Bedeutung [72]. Liegen die Partikel ohne Coating vor, 
weisen diese eine hydrophobe Oberfläche auf und agglomerieren deshalb. Dies wiederum führt 
zur Clusterbildung und verändert die superparamagnetischen Eigenschaften der Partikel hin zu 
ferromagnetischen [72, 92]. Um dies zu verhindern wird bereits zum Zeitpunkt der Herstellung 
der SPIONs ein Tensid oder ein Polymer zugegeben, welches die Partikel als primäres Coating in 
ihrer Form stabilisiert und außerdem die potenzielle Toxizität des Eisenoxidkerns eliminiert [72, 
93]. Für die SPIONs, welche in dieser Arbeit verwendet wurden, erfolgte diese Stabilisierung mit 
Laurinsäure, was zudem eine anschließende Bindung an HSA ermöglicht [94, 95]. Das Coating 
soll die SPIONs in physiologischen hydrophilen Medien wie Wasser, Zellmedium oder Blutserum 
stabilisieren, durch das Vorhandensein funktioneller Gruppen spezielle Bindungen an 
Antikörper, Membranproteine und therapeutische Wirkstoffe ermöglichen, jedoch auch die 
Zirkulationszeit der SPIONs im Blut durch verringerte Phagozytose verlängern [72, 77, 96]. 
Verschiedene biologische Moleküle wie Antikörper oder Proteine können über Amid- oder 
Esterbindungen an die Polymeroberfläche der SPIONs gekoppelt werden, wodurch die Partikel 
mit spezifischen Liganden gebunden werden können, was deren Wirkspektrum deutlich 
erweitert [72]. Die in dieser Arbeit verwendeten SPIONs wurden mit HSA gecoated, woran 
Dexamethason adsorptiv gebunden wurde, da Albumin mit Steroiden besonders gut Bindungen 
eingehen kann [72] (s. Abb. 5). Im Allgemeinen stellen Kortikosteroide wie Dexamethason 
immunmodulatorische Substanzen dar, welche seit vielen Jahrzehnten als immunsuppressive 
und antiinflammatorische Therapeutika eingesetzt werden [97]. Vorausgegangene Studien 
haben angedeutet, dass der Glukokortikoid Rezeptor (GR), welcher in allen menschlichen 
Geweben vorkommt, durch laminare Schubspannung, wie sie in gesunden Gefäßen zu finden 
ist, aktiviert wird und so die atheroprotektiven Effekte der laminaren Schubspannung vermitteln 
kann [98]. In einer weiteren Studie konnte außerdem gezeigt werden, dass liposomales 
Prednisolon die Inflammation bei fortgeschrittener Atherosklerose in einem Kaninchenmodell 
effektiv reduzieren konnte [99], was grundsätzlich für einen Einsatz von Kortikosteroiden zur 
Therapie von Atherosklerose spricht. Dexamethason (DEXA), das im Gegensatz zu Prednisolon 
eine deutlich höhere GR-Selektivität (etwa zehnfach so hoch) und eine längere biologische 
Halbwertszeit (36-54 Stunden) aufweist [100], wird in erster Linie bei starken allergischen, 
entzündlichen oder autoimmunen Erkrankungen eingesetzt. Durch das ubiquitäre 
Vorhandensein von GR in menschlichen Geweben birgt eine systemische Anwendung von DEXA 
jedoch die Gefahr unerwünschter Nebenwirkungen, was durch eine gezielte und lokalisierte 
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Anwendung vermeidbar ist. Die lokale antiinflammatorische Wirkung von DEXA, speziell bei 
Atherosklerose, wurde bereits in mehreren klinischen Studien mithilfe von DEXA eluting Stents 
getestet [101]. Die einzelnen Studien, welche die klinischen Ergebnisse dieser speziellen Stents 
untersuchten, variierten allerdings stark im Studiendesign und wiesen so auch widersprüchliche 
Resultate auf. Einige Kohortenstudien zeigten keinen Vorteil in der Verwendung von DEXA 
eluting Stens im Vergleich zu anderen Drug eluting Stents [102, 103]. Die randomisierten Studien 
hingegen wiesen geringere Restenose- und Revaskularisationsraten der Zielläsion auf, sowie 
eine verringerte Anzahl kardialer Ereignisse bei Patienten mit DEXA eluting Stents im Vergleich 
zu Patienten mit bare metal Stents [104-106]. Zwar sind die Ergebnisse der vorliegenden Studien 
durch Unterschiede in Stentmaterial, Medikamentendosis und Abgabemenge nur schwer 
vergleichbar, jedoch ist durch den potenziell antiproliferativen Effekt von DEXA auf glatte 
Muskelzellen das Verhindern einer Intima-Hyperplasie nach einer Gefäßverletzung trotzdem zu 
erwarten [107]. Ebenso ist die antiinflammatorische Wirkung des Kortikoids zu erwarten. In 
dieser Arbeit wurde aus diesem Grund die Effizienz einer Therapie mit SPIONs welche mit 
Dexamethason beladen wurden (SPION-DEXA) getestet. Die Verträglichkeit der Partikel und 
deren Eignung zur intravaskulären Anwendung unter Flussbedingungen wurde bereits in 
mehreren in vitro und ex vivo Studien bestätigt [108-110]. In einer in vitro Studie im 
Zusammenhang mit dieser Arbeit wurde zudem dargelegt, dass SPION-DEXA bei einem Gehalt 
von bis zu 10 µg/ml DEXA und 400 µg Fe/ml für humane Endothelzellen gut verträglich ist [111]. 
Außerdem wurden SPION-DEXA von humanen PBMCs aufgenommen und induzierten eine in 
etwa vergleichbare Expression von CD 163 wie der ungebundene Wirkstoff. Die Auswirkungen 
von SPION-DEXA auf das Migrationsverhalten von Endothelzellen sowie Monozyten waren dabei 
gering. 
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Abbildung 5 SPION-DEXA Partikel. Schematische Darstellung (links) und TEM-Aufnahme (rechts); Der 
Eisenoxidkern wurde mit Laurinsäure stabilisiert, mit HSA gecoated und anschließend mit 
Dexamethason beladen; eigene Darstellung (links). 
1.3 Fragestellung und Ziele dieser Arbeit 
Eine frühzeitige Diagnostik sowie eine adäquate und zeitgemäße Therapie der Atherosklerose 
sind nach wie vor Ziele umfassender wissenschaftlicher Forschung. Zur Verwirklichung und 
Umsetzung dieser Ziele stellt derzeit unter anderem die Verknüpfung konventioneller sowie 
andersgearteter Diagnostik und Therapie mit neuartigen Nanosystemen einen großen Zweig der 
Forschung dar. Nachdem bereits mehrere potenziell anwendbare Nanosysteme zur Diagnostik 
und Therapie der Atherosklerose entwickelt und auf Verträglichkeit, Wirkstoffabgabe und 
verschiedene weitere Faktoren in vitro wie auch ex vivo erfolgreich getestet wurden, stellt sich 
nun die Frage, ob eine erfolgreiche Anwendung der wirkstoffbeladenen Partikel auch in vivo 
möglich und erfolgreich ist und einen therapeutischen Benefit mit sich bringt. 
In dieser Arbeit sollen SPION-DEXA Partikel im Zuge eines Tierversuchs mit atherosklerotisch 
veränderten Gefäßen bei Kaninchen zur möglichen Therapie der Atherosklerose angewandt 
werden und verschiedene Aspekte evaluiert werden. Zunächst soll dargelegt werden, dass die 
gewählte atherogene Diät in Kombination mit einer Endothelverletzung im Kaninchenmodell 
tatsächlich zur Entstehung einer Atherosklerose führt. In einem weiteren Teil der Studie soll 
untersucht werden, ob eine Akkumulation der magnetischen Eisenoxidpartikel durch ein 
externes Magnetfeld im Zielgewebe möglich ist. Im Hauptteil dieser Arbeit soll in verschiedenen 
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Versuchsgruppen evaluiert werden, ob die antiinflammatorische Therapie mit SPION-DEXA 
aussichtsreich ist und ob ein Benefit durch eine Wirkstoffapplikation zu einem früheren oder 
späteren Zeitpunkt der Erkrankung ersichtlich ist.  
Alles in Allem ist das vorrangige Ziel dieser Arbeit zu prüfen, ob eine Behandlung der 
atherosklerotischen Plaques mithilfe wirkstoffbeladener Nanopartikel möglich und profitabel ist 
und ob Dexamethason den dafür geeigneten Wirkstoff darstellt, um letzten Endes dazu 
beizutragen, ein in Zukunft erfolgreiches Nanosystem als Therapeutikum für Atherosklerose zu 
entwickeln. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Materialien Tierversuch 
Tabelle 1 Materialliste Tierversuch 
Produkt Firma 
Balloon Wedge Pressure Katheter (4Fr. 60cm 
AI-07121) 
Arrow International, Teleflex Medical GmbH, 
Kernen, Deutschland 
Einmalskalpell Feather Safety Razor Co.LTD, Osaka, Japan 
Fogarty Katheter (4F Ref. 120404FF) 
Edwards Lifesciences, Unterschleissheim, 
Deutschland 
Introducer (5Fr RM*RF5F10PQ) 
Terumo Deutschland GmbH, Eschborn, 
Deutschland 
Nahtmaterial 
Johnson & Johnson Medical GmbH, Ethicon 
Deutschland, Norderstedt, Deutschland 
Venenverweilkatheter B. Braun, Melsungen, Deutschland 
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2.1.2 Injektionslösungen Tierversuch 
Tabelle 2 Injektionslösungen Tierversuch 
Produkt Firma 
Heparin 
Apotheke des Universitätsklinikums 
Erlangen, Erlangen, Deutschland 
Imeron 350 
Apotheke des Universitätsklinikums 
Erlangen, Erlangen, Deutschland 
Ketaset (0,5 ml/kg KG = 40 mg/kg KG) 
Apotheke des Franz-Penzoldt-Zentrums 
Erlangen, Deutschland 
Pentobarbital 
Apotheke des Franz-Penzoldt-Zentrums 
Erlangen, Deutschland 
Ringerlösung 
Apotheke des Universitätsklinikums 
Erlangen, Erlangen, Deutschland 
Rompun (0,2 ml/kg KG = 5 mg/kg KG) 
Apotheke des Franz-Penzoldt-Zentrums 
Erlangen, Deutschland 
Streptomycin/Penicillin (136,98 mg/ml / 
83,33 mg/ml) 
Apotheke des Franz-Penzoldt-Zentrums 
Erlangen, Deutschland 
Temgesic 
Apotheke des Franz-Penzoldt-Zentrums 
Erlangen, Deutschland 
2.1.3 Verwendete Nanopartikel – Erläuterung und in vitro Testung 
Für den in vivo Versuch wurden mit Laurinsäure (Sigma Aldrich, München, Deutschland) und 
rekombinantem humanem Serumalbumin (HSA) (Novozymes Biopharma, Bagsvaerd, 
Dänemark) beschichtete superparamagnetische Eisenoxid Nanopartikel (SPIONs) verwendet, 
welche am hiesigen Institut (SEON) entwickelt und synthetisiert wurden. Durch Kopräzipitation 
von Eisen (II) Chlorid Tetrahydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) und Eisen (III) Chlorid 
Hexahydrat (Sigma Aldrich) in einem stöchiometrischen Verhältnis von 1:2 wurden die 
Nanopartikel in einem wässrigen Medium bei 90°C unter Argon-Atmosphäre synthetisiert. 
Anschließend erfolgte eine in situ Beschichtung der Partikel mit Laurinsäure und nachfolgend 
die Ausbildung einer künstlichen Albumin-Krone durch Verwendung einer klinisch bewährten 
HSA-Formel, wie vor kurzem von Zaloga et al. [94, 95] beschrieben. Anschließend wurden 
Kontroll-SPIONs durch tangentiale Ultrafiltration (Grenze des Molekulargewichts: 100 kDA) 
gereinigt und vor weiterer Verwendung in Zellkultur oder in vivo Versuchen durch Filtration 
durch einen 0,22 µm Filter sterilisiert. Der Z-gemittelte hydrodynamische Durchmesser, die 
Polydispersität (PDI) und das ζ-Potential wurden mithilfe eines Zetasizer Nano ZS (Malvern, 
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Kassel, Deutschland) bestimmt. Um Dexamethason Phosphat-beladene Partikel (SPION-DEXA) 
zu erhalten, wurden diese nach vorausgegangener Beschichtung mit Laurinsäure und HSA mit 
dem erforderlichen Volumen einer sterilen Lösung von 10 mg/ml Dexamethason-21 Phosphat 
Disodium Salt (Alfa Aesar / Thermo Fischer, Karlsruhe, Deutschland) in PBS gemischt. Im 
Anschluss folgte die Charakterisierung der Eigenschaften der Dexamethason-Freisetzung aus 
den Partikeln wie auch die Bestimmung der Interaktion mit und der Wirkung der Partikel auf 
Zellen in vitro. Zur Bestimmung der Kinetik der Freisetzung des Wirkstoffes aus den Partikeln 
wurde ein Dialyseessay verwendet. Dazu wurden 3 ml SPION-DEXA Partikel (beladen mit 100 µg 
Dexamethason Phosphat) in einen 8 kDa Cut-Off-Dialyse Beutel gegeben und in 97 ml PBS bei 
37°C in einem Inkubationsschüttler inkubiert. Zu festgesetzten Zeitpunkten wurden 3 ml des 
Akzeptormediums gesammelt. Die Proben wurden dann mithilfe einer C-18 BondElut Säule und 
Redispergierung unter Verwendung von Hochleistungs(flüssigkeits)chromatographie (HPLC) mit 
einer mobilen Phase, welche aus Kaliumhydrogenphosphat (50 mM, pH 7,0) und Acetonitril in 
einem Verhältnis von 73/27 (v/v) bestand, konzentriert. Die Dexamethason Konzentration 
wurde dann durch Verwendung von HPLC-UV (Ultraviolett) bei einer gleichbleibenden Flussrate 
von 0,7 ml/min bestimmt. Die UV-Detektion fand bei 245 nm statt. Das 
Probeninjektionsvolumen betrug 50 µl und die Säulentemperatur wurde konstant bei 40 °C 
gehalten. 
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2.1.4 Liste verwendeter Partikel 
Tabelle 3 Partikelliste 
Name 
Hydrodynami-
scher 
Durchmesser 
Zusammensetzung 
Zeta-
Potenzial 
in H2O 
SEON LA15 HSA1 
Dex100 
̴ 60 nm 
SPION, gecoated mit 
Laurinsäure, HSA, 
gebunden mit 
Dexamethasonphosphat 
̴ -5 mV 
SEON LA16 HSA1 ̴ 62 nm 
SPION, gecoated mit 
Laurinsäure und HSA 
̴ -16,9 
mV 
SEON LA17 HSA1 ̴ 63 nm 
SPION, gecoated mit 
Laurinsäure und HSA 
̴ -25,8 
mV 
SEON LA17 HSA1 
Dex100 
̴ 61 nm 
SPION, gecoated mit 
Laurinsäure, HSA, 
gebunden mit 
Dexamethasonphosphat 
nicht 
gemes-
sen 
SEON LA17 HSA2 ̴ 61 nm 
SPION, gecoated mit 
Laurinsäure und HSA 
̴ -26,7 
mV 
SEON LA18 HSA2 
Dex100 
̴ 61 nm 
SPION, gecoated mit 
Laurinsäure, HSA, 
gebunden mit 
Dexamethasonphosphat 
nicht 
gemes-
sen 
SEON LA18 HSA3 ̴ 65 nm 
SPION, gecoated mit 
Laurinsäure und HSA 
̴ -21,2 
mV 
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Name 
Hydrodynami-
scher 
Durchmesser 
Zusammensetzung 
Zeta-
Potenzial 
in H2O 
SEON LA18 HSA3 
Dex100 
̴ 64 nm 
SPION, gecoated mit 
Laurinsäure, HSA, 
gebunden mit 
Dexamethasonphosphat 
̴ 27,2 mV 
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2.1.5 Materialien und Reagenzien für histologische Färbungen und 
Immunhistochemie 
2.1.5.1 Materialliste 
Tabelle 4 Materialliste Histologie 
Produkt Firma 
Adhäsionsobjektträger Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Deckgläschen Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Einbettformen Bio-Optica, Mailand, Italien 
Einbettkassetten Tissue-Tek® 
Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, 
Deutschland 
Einmalhandschuhe Latex Hartmann, Heidenheim, Deutschland 
Einmalklingen Mikrotom Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Einmalskalpelle Feather Safety Razor Co.LTD, Osaka, Japan 
Eppendorf 1,5ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
FALCON Tubes Sarstedt AG & Co, Nümbrecht, Deutschland 
Färbekammern Stain Tray™ Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Färbestraße Bio-Optica, Mailand, Italien 
Färbewannen Bio-Optica, Mailand, Italien 
Objektträger Superfrost® Plus 
Langenbrinck GmbH, Emmendingen, 
Deutschland 
Objektträgergestell Bio-Optica, Mailand, Italien 
Objektträgerkästen Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Objektträgermappen Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Pinzetten 
F.S.T. - Fine science Tools, Heidelberg, 
Deutschland 
Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Pipettenspitzen Nerbe Plus, Winsen, Deutschland 
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Produkt Firma 
Timer Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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2.1.5.2 Reagenzien 
Tabelle 5 Reagenzienliste 
Produkt Firma 
Aquatex® wässriges Eindeckmittel Merck, Darmstadt, Deutschland 
Catalyzed Signal Amplification (CSA) System Dako, Glostrup, Dänemark 
DAB+ (3,3′-Diaminobenzidintetrahydrochlo-
rid) 
Dako, Glostrup, Dänemark 
Dinatriumhydrogenphosphat (wasserfrei) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Essigsäure (Eisessig) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol reinst Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Fettstift (Dako-Pen) Dako, Glostrup, Dänemark 
Formalin 37% Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Hämatoxylin (Ready to use) Dako, Glostrup, Dänemark 
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kalimhexacyanoferrat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Kernechtrot-Aluminiumsulfat-Lösung Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Konzentrierte Salzsäure (HCL) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Lichtgrün SF gelblich Merck, Darmstadt, Deutschland 
Molybdatophosphorsäure Hydrat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Orange G Merck, Darmstadt, Deutschland 
Proteinase K Dako, Glostrup, Dänemark 
RAM11 Makrophagen Antikörper (Anti-
Kaninchen) 
Dako, Glostrup, Dänemark 
Roti®-Plast Paraffin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Produkt Firma 
Roti®-Histokit Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Säurefuchsin Merck, Darmstadt, Deutschland 
Thymolkristalle Alfa Aesar, Thermo Fisher, Karlsruhe, 
Deutschland 
Tris-HCL Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tween®-20 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Xylol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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2.1.6 Geräte 
Tabelle 6 Geräteliste 
Produkt Firma 
Artis Zee Flor (Angiographie) Siemens, Erlangen, Deutschland 
Ausbettstation Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Ausgießförmchen 
Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, 
Deutschland 
Captair Abzug Erlab, Val-de-Reuil, Frankreich 
Heizplatte Medax, Neumünster, Deutschland 
Kühlplatte Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
Mikroskop Axiovert 40 CFL Zeiss, Jena, Deutschland 
Mikroskop Axio Observer.Z1 Zeiss, Jena, Deutschland 
Mikrotom Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
PH-Messgerät (handylab pH12) Schott, Mainz, Deutschland 
Siemens Ultra clear Wasseranlage Siemens, Erlangen, Deutschland 
Verio (Magnetom, MRT) Siemens, Erlangen, Deutschland 
Vortexer 
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 
Deutschland 
Wärmeschrank Heraeus, Hanau, Deutschland 
Wasserbad Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland 
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2.1.7 Software 
Tabelle 7 Softwareliste 
Software Firma 
ImageJ National Institutes of Health, USA 
MetaVue™ Molecular Devices, Biberach an der Riss, 
Deutschland 
Microsoft Office Microsoft Deutschland GmbH, München, 
Deutschland 
NIS Elements Nikon Instruments, Düsseldorf, Deutschland 
SigmaStat® Systat Software GmbH, Erkrath, Deutschland 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Tierversuch 
2.2.1.1 Aufbau Tierversuch 
Um die Effektivität des MDT zu testen wurde ein Kaninchenmodell genutzt, in dem den Tieren 
mithilfe eines Katheters durch sogenanntes Ballooning eine Verletzung an der abdominalen 
Aorta zugefügt wurde und durch zusätzliche Fütterung mit atherogener Nahrung über fünf 
Wochen eine Atherosklerose induziert wurde.  
An den kranken Tieren wurde dann die Effektivität des MDT, beziehungsweise der SPION-
Applikation, und vor allem deren Auswirkung auf die atherosklerotischen Plaques evaluiert. 
Hierfür wurden die Kaninchen zu unterschiedlichen Zeitpunkten, entweder mit Kontroll-SPIONs 
oder mit Partikeln, die mit Dexamethason beladen waren (SPION-DEXA) behandelt und 
anschließend mit einer intravenös injizierten Überdosis Pentobarbital (50-200 mg/kg 
Körpergewicht) euthanasiert.  
Die atherosklerotischen Aorten, welche in dieser Studie untersucht wurden, wurden dann zur 
weiteren histologischen und immunhistochemischen Analyse aus den Tieren entnommen. 
Außerdem wurden auch Nieren, Leber, Milz, Gehirn und Herz, welche in dieser Arbeit keine Rolle 
spielen und nur der Vollständigkeit halber aufgelistet sind, entnommen und examiniert.  
Der Tierversuchsantrag wurde von der zuständigen und autorisierten Stelle (Regierung von 
Mittelfranken in Ansbach, Erlaubnis 54-2532.1-21/11) genehmigt. Dieser erfüllt auch die 
Auflagen des German Animal Welfare Acts. Die Haltung und Unterbringung der Tiere erfolgten 
in Übereinstimmung mit der Richtlinie 2010/63/EU. In diesem Versuch wurden insgesamt 31 
Tiere der Rasse „Weiße Neuseeländer“ (Charles River Wiga GmbH, Frankreich) eingeschlossen. 
Die Kaninchen hatten zum Zeitpunkt der Studie in der Regel ein Körpergewicht von drei bis vier 
Kilogramm und waren drei bis vier Monate alt.  
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2.2.2 Modell der Atherosklerose – Ballooning und Western Diet 
Zu Beginn der Studie wurden alle Tiere für zwei Wochen mit Standardnahrung gefüttert und 
anschließend auf eine atherogene Diät mit 1% Cholesterinfutter (Western Diet - SSniff 
Spezialdiäten, Soest, Deutschland) umgestellt. Diese Diät wurde für fünf Wochen eingehalten. 
Nachfolgend wurden die Tiere für weitere zwei Wochen oder bis zum Ende der Studie mit 
Standardfutter ernährt. Für die Narkose vor den operativen Eingriffen wurde den Tieren Ketamin 
(40 mg/kg Körpergewicht) und Xylazin (5 mg/kg Körpergewicht) intramuskulär oder bei Bedarf 
auch intravenös injiziert. Diese Betäubung wurde über die Dauer der Eingriffe und bis zu 15 
Minuten nach Beendigung dieser, inklusive erfolgtem Wundverschluss, aufrechterhalten. Zur 
Thromboseprophylaxe wurde den Kaninchen direkt vor der jeweiligen Behandlung intravenös 
Heparin (500 I.U.) verabreicht, was für weitere sieben Tage in Form subkutaner Applikationen 
fortgeführt wurde.  
Um eine fortgeschrittene atherosklerotische Läsion bei den Kaninchen auszulösen wurde die 
abdominale Aorta mithilfe eines Ballonkatheters dilatiert und durch Bewegung des Katheters 
eine Verletzung des Endothels provoziert. Hierfür wurden nach einer mittigen Querinzision am 
Nacken der Tiere Fettgewebe, Faszien und Muskeln vorsichtig eröffnet und so die linke Arteria 
carotis communis der Kaninchen freipräpariert und dargestellt. Nach erfolgter Inzision der A. 
carotis communis wurde ein ummantelter Ballonkatheter (Balloon Wedge Pressure Katheter 4F) 
unter Zuhilfenahme einer Einführhilfe in das Gefäß eingeführt, unter Bildkontrolle über den 
Aortenbogen dirigiert und bis zur entsprechenden Markierung vorgeschoben. Zu diesem 
Zeitpunkt erfolgte auch eine angiographische Aufnahme des distalen Abschnittes der Aorta. 
Anschließend wurde der Ballonangioplastiekatheter (Fogarty-Katheter) mit einem 10 mm x 2,5 
mm großen Ballon in die Karotis Arterie eingeführt und unter Bildkontrolle bis zur Bandscheibe 
zwischen dem fünften und dem sechsten Lendenwirbelkörper vorgeschoben. Dort wurde der 
Ballon, ebenfalls unter Bildkontrolle, auf Höhe des vierten und fünften Lumbalwirbelkörpers für 
30 Sekunden mit einem Druck von 1,5 bar aufgeblasen, zwei Wirbelkörperlängen 
zurückgezogen, entlüftet und zur Ausgangsposition zurückgeführt (s. Abb. 6). Dieses Procedere 
wurde zum Herbeiführen der Endothelverletzung in beschriebener Form dreimal in Folge 
durchgeführt. Anschließend wurden beide Katheter vorsichtig aus dem Gefäß entfernt und die 
Arteria carotis communis, sowie der Gewebsdefekt mehrschichtig mit Nahtmaterial 
verschlossen. Die Blutung konnte durch zehnminütig ausgeübten Druck auf die Arterie gestoppt 
werden. Auf die einzelnen Schichten des Wundverschlusses wurde jeweils 
Penicillin/Streptomycin im Sinne einer Antibiotikaprophylaxe zur Vermeidung einer 
postoperativen Infektion der Wunde appliziert.  
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Postoperativ erhielten die Tiere am Tag des Eingriffes und für zwei weitere Tage je 0,3 ml 
Buprenorphin zur Schmerzstillung subkutan verabreicht. Während des gesamten Versuches 
erfolgten regelmäßig wiederholte Blutentnahmen bei den Tieren, um die gängigen 
Laborparameter zu überprüfen. Dies wird nur zur Vollständigkeit der Angaben erwähnt, da dies 
nicht in der vorliegenden Studie untersucht wurde. Nach beendetem Eingriff wurde das 
Plaquewachstum nach erfolgter intravenöser Applikation von Kontrastmittel (Imeron 350) im 
Zuge weiterer 3D-Angiographien zu unterschiedlichen Zeitpunkten kontrolliert.  
Die angiographischen Untersuchungen wurden an anderer Stelle genauer evaluiert und sind hier 
nur der Vollständigkeit halber aufgeführt.  
 
Abbildung 6 Angiographische Darstellung des Balloonings. (1) Ballonkatheter zu Beginn des Aufblähens; 
(2) Vollständig aufgeblähter Ballonkatheter; (3) Ballon nach Rückführung um eine 
Wirbelkörperlänge; (4) Ballonkatheter nach Rückführung um zwei Wirbelkörperlängen 
kurz vor Druckablass. 
  
36 
 
2.2.3 Magnetic Drug Targeting 
Für das MDT, beziehungsweise die SPION-Applikation, und den gesamten weiteren Verlauf der 
Studie wurden die Tiere in unterschiedliche Behandlungsgruppen eingeteilt: Es wurden n=5 
gesunde Tiere als Kontrolltiere eingesetzt. Die Kaninchen dieser Gruppe erhielten keinerlei 
Behandlung. Nach Abschluss der Studie wurden diese Tiere mit einer Überdosis Pentobarbital 
euthanasiert und die Aorten zur weiteren Analyse entnommen. Bei weiteren n=5 Tieren wurde 
lediglich eine abdominale Aortenverletzung durch Ballooning mit anschließender fünfwöchiger 
Cholesterindiät und zweiwöchiger Erholungsphase mit Standardnahrung durchgeführt, um die 
Induktion einer Atherosklerose zu verifizieren. Im Anschluss an die Erholungsphase wurden die 
Tiere auf oben beschriebene Weise euthanasiert und die atherosklerotischen Aorten zur 
histologischen und immunhistochemischen Analyse entnommen. Eine Kontrollgruppe mit n=2 
Tieren wurde gewählt, um die Akkumulation der superparamagnetischen Nanopartikel im 
Bereich der verletzten Aorta zu bestätigen. Bei diesen Tieren wurde eine Verletzung der 
abdominalen Aorta durch Ballooning herbeigeführt und direkt im Anschluss Kontrollpartikel 
unter einem magnetischen Feld intraarteriell verabreicht (s. Abb. 7, rechts). 
Zur korrekten Positionierung der Magnetspitze am Zielbereich wurde ein Markierungsnetz mit 
einem Referenzrahmen, welcher auf den Scans erkennbar ist, verwendet. Der 
Magnetfeldgradient an der Spitze des Polschuhs wurde auf 72 T/m eingestellt (was einem 
Feldgradienten von etwa 40 T/m in der Zielregion entspricht) und wurde für 45 Minuten 
beibehalten. Nanopartikel (3 ml) wurden in Zyklen des Öffnens und Schließens des Ballons in 
Schritten von 0,2 ml pro Minute verabreicht. Im Anschluss wurden die Tiere durch eine 
Überdosis Pentobarbital euthanasiert und die histologisch und immunhistochemisch zu 
untersuchenden Aorten und Organe aus den Tieren entnommen (s. Abb. 8). Die n=16 
atherosklerotischen Kaninchen, bei welchen das MDT durchgeführt wurde, wurden im 
Wesentlichen in zwei Applikationsmodi unterteilt: Frühe Applikation der Dexamethason 
gebundenen SPIONs, beziehungsweise der Kontroll-SPIONs oder späte Applikation der SPION-
DEXA, beziehungsweise Kontroll-SPIONs.  
Zum Zwecke der frühen Behandlung mit Partikeln erhielten die Kaninchen unverzüglich nach 
erfolgter Verletzung der abdominalen Aorta die entsprechenden Partikel unter externem 
Magnetfeld intraarteriell injiziert. Dabei handelte es sich entweder um Kontrollpartikel 
(Volumen gesamt: 3 ml, n=5) oder SPION-DEXA (Volumen gesamt: 3 ml, DEXA Konzentration 
gesamt: 300 µg, n=4). Anschließend erhielten die Tiere eine fünfwöchige Cholesterindiät und im 
Anschluss folgte eine zweiwöchige Erholungsphase, in der die Tiere mit Standardfutter ernährt 
wurden. Nach angiographischer Kontrolle der Plaques wurden die Tiere euthanisiert und die 
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Aorten für die weitere Analyse aus den Tieren entnommen (s. Abb. 9 A). Diese Vorgehensweise 
wurde genutzt um die frühe anti-inflammatorische und atheropräventive Aktivität der SPION-
DEXA zu überprüfen.  
Im Zuge der späten Applikation der Partikel erhielten die atherosklerotischen Tiere nach 
Verletzung der abdominalen Aorta durch Ballooning zunächst eine fünfwöchige atherogene 
Cholesterindiät mit anschließender zweiwöchiger Erholungsphase, in der die Tiere mit 
normalem Futter ernährt wurden. Nachdem die Plaques, welche sich an der verletzten Aorta 
entwickelt hatten durch Angiographie visualisiert worden waren, erhielten die Tiere eine 
intraarterielle Infusion mit Kontroll-SPIONs (Volumen gesamt: 3 ml, n=4) oder SPION-DEXA 
(Volumen gesamt: 3 ml, DEXA Konzentration gesamt: 300 µg, n=3) unter einem extern erzeugten 
Magnetfeld. Vier Wochen nach der Infusion mit den entsprechenden Partikeln wurden die Tiere 
euthanasiert und die Aorten zur weiteren histologischen und immunhistochemischen Analyse 
entnommen (s. Abb. 9 B).  
Beide Gruppen zusammen umfassten insgesamt n=16 Tiere. Im ursprünglichen Versuchsaufbau 
wurde außerdem eine Gruppe definiert, in der das MDT im Zuge einer zweifachen Behandlung 
sowohl zum frühen als auch zum späten Zeitpunkt durchgeführt werden sollte. Da hierbei jedoch 
nach mehrfacher Gabe von humanem Serumalbumin eine Immunisierung der Kaninchen 
auftreten kann, wurde diese Gruppe vom weiteren Verlauf der Studie ausgeschlossen. 
 
Abbildung 7 links: Das Operationsfeld mit Darstellung des Magneten zur Erzeugung des Magnetfeldes 
sowie des Angiographiegerätes; rechts: Ein Kaninchen während der Behandlung mit dem 
Magneten. Die Polspitze des Magneten ist auf die distale Aorta des Tieres gerichtet. 
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Abbildung 8 Aufnahme der freipräparierten Aorta am Kaninchen nach Euthanasie, vor Entnahme. 
 
Abbildung 9 Schematische Darstellung des Tierversuchaufbaus. Eigene Darstellung. 
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2.2.4 Histologie und Immunhistochemie 
2.2.4.1 Vorbereitung der Aorten 
Nachdem die Aorten aus den Versuchstieren isoliert worden waren, wurden diese in 
Einbettkassetten platziert und zur Fixierung sofort in phosphatgepufferte 4%-
Formaldehydlösung überführt. Dort wurde das Gewebe für sieben Tage belassen, anschließend 
in frisches Formalin gegeben und für weitere sieben Tage fixiert. Dadurch wurden enzymatische 
Prozesse im Gewebe abgestoppt und die einzelnen Gewebsstrukturen stabilisiert. Vor der 
Fixierung ist darauf zu achten die Kassetten entsprechend zu beschriften. Nach vollständiger 
Fixierung des Gewebes erfolgte eine Dehydratation dessen mit nachfolgender Überführung in 
Paraffin wie folgt: Zu Beginn wurde das Gewebe in 70% Isopropanol inkubiert, gefolgt von einem 
Bad in 80% Isopropanol, anschließend wurden die Proben je zweimal in frisches 95% Isopropanol 
gegeben, um danach ebenfalls je zweimal in frisches 100% Isopropanol überführt zu werden. 
Alle Bäder wurden jeweils für die Dauer einer Nacht eingehalten. Im Anschluss wurden die 
Gewebsschnitte erneut in 100% Isopropanol inkubiert, diesmal jedoch für 48 Stunden mit 
anschließender Überführung in den Trockenschrank bei 60°C für weitere sechs Stunden. Danach 
erfolgte eine Umsetzung in ein Isopropanol-Paraffin-Gemisch im Verhältnis von 1:1 bei 60°C für 
weitere sechs Stunden. Nun wurden die Proben zweimal für je vier Stunden in frisches Paraffin 
gegeben und ein weiteres Mal für eine Nacht bei 60°C in frischem Paraffin gelagert. Alle Schritte 
vor Umsetzung in den Trockenschrank wurden unter einem Abzug und bei Raumtemperatur 
durchgeführt. 
Anschließend erfolgte die Einbettung in Paraffin. Dafür wurden die Kaninchen-Aorten aus den 
Fixierkörbchen entnommen und vor der Paraffineinbettung mit einem Skalpell gleichmäßig in 
ca. 1 cm große Stücke geschnitten. Dabei wurden die einzelnen Stücke von der 
Aortenbifurkation ausgehend bis zum herznahen Abschnitt durchnummeriert, wobei das erste 
Stück jeweils als „Bifurkation“ und alle weiteren Stücke mit den Ziffern 1 bis 5 betitelt wurden. 
Bei der Paraffineinbettung wurde darauf geachtet, dass alle Abschnitte mit der herznahen Seite 
zum Gefäßboden eingebettet wurden, sodass im Verlauf kontinuierliche Schnitte erstellt 
werden konnten. Um später Querschnitte des Gefäßes zu erhalten, erfolgte außerdem eine 
aufrechte Einbettung der einzelnen Aortenstücke. Nachfolgend wurden die eingebetteten 
Schnitte über Nacht, jedoch mindestens für zwölf Stunden, auf der Kühlplatte ausgehärtet. 
Die harten Paraffinblöcke konnten dann mithilfe des Mikrotoms bei 50 μm so getrimmt werden, 
dass der Querschnitt des Gefäßes vollständig erfasst war, sodass daraufhin 5 μm dicke Schnitte 
erstellt werden konnten. Diese wurden dann vorsichtig mit einem Pinsel in ein 40°C warmes 
Wasserbad aus bidestilliertem Wasser übertragen, in dem die Schnitte nach möglicher 
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Stauchung beim Schneideprozess wieder gestreckt wurden. Anschließend wurden die 
entzerrten Schnitte auf Objektträger aufgezogen. Hierbei wurden je drei bis fünf Querschnitte 
eines einzelnen Aortenabschnittes auf einen Objektträger aufgenommen. Für diejenigen 
Schnitte, welche nachfolgend im Zuge der Berliner-Blau- oder Trichrom-Färbung untersucht 
werden sollten, wurden hierfür Standardobjektträger verwendet, während für die 
immunhistochemische Färbung speziell silanisierte Adhäsionsobjektträger zum Einsatz kamen. 
Dies hat den Hintergrund ein Ablösen der Präparate während des Färbevorgangs zu verhindern, 
da die Gewebsschnitte hier einer besonders hohen Belastung durch den langwierigen 
Färbeprozess ausgesetzt sind. Die erfolgreich auf Objektträger aufgezogenen Schnitte wurden 
dann bis zur vollständigen Trocknung, mindestens jedoch für fünf Stunden, auf einer 
Wärmeplatte bei 44°C getrocknet. Um das noch paraffinhaltige Gewebe anschließend mit den 
wässrigen Färbelösungen behandeln zu können wurde das Gewebe mithilfe von Xylol und einer 
absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. Diese Behandlung wurde für alle 
nachfolgenden Färbungen nach folgendem Protokoll durchgeführt: Zur Entfernung des Paraffins 
aus den Gewebsschnitten wurden die Objektträger in die Objektträgerhalter eingestellt und 
durch folgende Reagenzien geführt: Zuerst erfolgte ein dreifaches Bad in Xylol für je drei 
Minuten, anschließend wurden die Präparate wiederum dreimal in je frisches 100% Ethanol für 
ebenfalls je drei Minuten inkubiert und nachfolgend zweimal in 96% Ethanol für je drei Minuten 
gegeben. Nun wurden die Gewebeproben für weitere drei Minuten in 70% Ethanol inkubiert, 
damit anschließend die Rehydrierung des Gewebes in zwei Bädern von bidestilliertem Wasser 
für jeweils drei Minuten erfolgen konnte. 
Alle histologischen und immunhistochemischen Färbungen, sowie zugehörige ab- und 
aufsteigende Alkoholreihen, wurden unter einem Abzug und bei Raumtemperatur durchgeführt. 
Zur Gewinnung der entsprechenden Alkoholverdünnungen wurde Ethanol in Reinstform mit 
bidestilliertem Wasser verdünnt. 
2.2.4.2 Eisen Nachweis durch Berliner-Blau-Färbung 
Die Berliner-Blau-Färbung dient dem Nachweis von Eisen im Gewebe, welches zusammen mit 
dem gelblichen Kaliumhexacyanoferrat zu dem dunkelblauen Pigment „Berliner Blau“ reagiert. 
Die Salzsäure führt hierbei zur Ionisierung des Eisens. Dadurch ist die Affinität zur Bindung mit 
dem Ferrocyanid gesteigert. Zur deutlicheren Darstellung dessen wird das übrige Gewebe mit 
Kernechtrot gegengefärbt. Im fertigen Präparat stellt sich das Eisen im Gewebe dunkelblau dar, 
die Nuclei stellen sich hellrot dar. 
 Zur möglichen Detektion von Eisen wurden die Objektträger für 30 Minuten in 2%-
Kaliumhexacyanoferrat und 2%-HCL im Verhältnis von 1:1 inkubiert und anschließend in drei bis 
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fünf Schritten mit bidestilliertem Wasser gespült. Nachfolgend wurden die Schnitte mit 
Kernechtrot in Form einer fertigen Lösung, welche vor Gebrauch zu filtrieren war, für zehn 
Minuten gegengefärbt. Anschließend wurden die Objektträger erneut in drei bis fünf Schritten 
mit bidestilliertem Wasser gespült. Zur abschließenden Dehydratation der Gewebsschnitte, 
welche für das Eindecken notwendig ist, wurde eine aufsteigende Alkoholreihe in folgenden 
Schritten durchgeführt: Die Objektträger wurden dreimal für je zehn Sekunden in 70% Ethanol 
getaucht, anschließend zweimal für je zwei Minuten in 96% Ethanol inkubiert und danach 
zweimal für je drei Minuten in ein Isopropanol-Bad gelegt. Zuletzt wurden die Objektträger 
zweimal für je drei Minuten in Xylol getränkt. Abschließend wurden die Schnitte mit einem 
Roti®-Histokit und Deckgläschen entsprechender Größe eingedeckt. Alle Schritte wurden bei 
Raumtemperatur und unter einem Abzug durchgeführt. 
2.2.4.3 Trichrom-Färbung nach Crossman 
Bei der Trichrom-Färbung nach Crossman handelt es sich um eine klassische Dreifachfärbung zur 
Darstellung verschiedener Gewebearten. Bei der Methode nach Crossman stellen sich Nuclei im 
fertigen Präparat schwarz-braun dar, Cytoplasma und Muskel rot, Erythrozyten orange und 
Bindegewebe grün, beziehungsweise blau. Das Gewebe wurde zunächst, nach zuvor 
beschriebenem Protokoll, entparaffiniert und rehydriert.  
Zu Beginn der Färbung wurden die Objektträger für fünf bis zehn Minuten in Hämatoxylin 
inkubiert, wobei sich eine Inkubationszeit von fünf Minuten als ausreichend erwiesen hat. 
Anschließend wurden die Schnitte für zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut 
und nachfolgend für 30 bis 60 Sekunden in ein Säurefuchsin-Orange-Gemisch getaucht. Für das 
Säurefuchsin-Orange-Gemisch wurde 1 g Säurefuchsin zusammen mit 0,4 g Orange G in 100 ml 
bidestilliertem Wasser gelöst und abschließend mit 0,2 g Thymolkristallen vermengt 
(ausreichend für eine Küvette á 100 ml, mehrfach verwendbar). Nun wurden die Gewebeproben 
in bidestilliertem Wasser geschwenkt und es erfolgte eine Farbkontrolle unter dem 
Lichtmikroskop. Nach Differenzierung des Gewebes in 1%-Molybdatophosphorsäure, bis zur 
vollständigen Entfärbung des Bindegewebes, welche an der Gefäß-Adventitia kontrolliert 
werden konnte, stellte sich der äußere Rand des Gewebes rot und das Bindegewebe blass dar. 
Im Anschluss wurden die Schnitte erneut in bidestilliertem Wasser geschwenkt und für fünf 
Minuten in der Lichtgrün-Lösung inkubiert. Zur Herstellung der Lichtgrün-Lösung wurde 1 g 
Lichtgrün in 100 ml bidestilliertem Wasser gelöst und anschließend mit 1 ml Eisessig vermengt 
(ausreichend für eine Küvette á 100 ml, mehrfach verwendbar). Daraufhin erfolgte eine weitere 
Differenzierung in 1%-Eisessig bis das Lichtgrün aus allen nicht bindegewebigen Strukturen 
vollständig entfernt war und diese in roten Farbtönen hervortraten, gefolgt von erneutem 
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Schwenken in bidestilliertem Wasser. Zur Dehydrierung der Gewebsschnitte wurden die 
Objektträger dreimal für je fünf Minuten in Isopropanol gegeben und anschließend für 
mindestens 15 Minuten in Xylol belassen. Danach wurden die Präparate mit einem Roti®-
Histokit und passenden Deckgläschen eingedeckt. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur 
und unter einem Abzug durchgeführt. 
2.2.4.4 Immunhistochemische Färbung 
Die Gewebsschnitte wurden zunächst in Objektträgerhalter eingestellt und zur 
Entparaffinierung und Rehydrierung durch die weiter oben bereits beschriebenen Reagenzien 
geführt. Abschließend erfolgte bis zum Beginn der Färbung, jedoch mindestens für fünf Minuten, 
ein Bad in TBS-Puffer (Tris-gepufferte Kochsalzlösung, 50 mM Tris, 300 mM NaCl, pH 7,6). 
Anschließend wurden die Objektträger auf ein Färbetablett aufgebracht und alle weiteren 
Schritte in einer Feuchtkammer durchgeführt, um die Präparate vor Austrocknung zu schützen. 
Zur enzymatischen Antigendemaskierung von RAM-11, welche notwendig ist um die 
Immunreaktivität des mit Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebes 
wiederherzustellen, wurden die Slides mit Proteinase K für exakt fünf Minuten inkubiert, da 
längere Inkubationszeiten zu unspezifischen Färbungen führen können. Anschließend wurden 
die Schnitte mit TBS-Puffer vorsichtig gespült und danach für drei Minuten gewaschen. Nun 
wurde das Gewebe auf dem Objektträger mit einem Fettstift umrandet und dabei jeweils ein 
Gewebsschnitt als Negativkontrolle markiert. Für die immunhistochemische Färbung wurde das 
„Catalyzed Signal Amplification System“ von Dako verwendet. 
Hierbei wird nach erfolgter Inkubation des Gewebes mit dem Primär- und dem biotinylierten 
Sekundärantikörper ein Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex auf die Proben aufgebracht. 
Dieser lagert sich über die Biotin-Bindestellen des Streptavidins an die Sekundärantikörper an. 
Nachfolgend wird ein Signalamplifikationsreagenz, ein biotinyliertes Phenol, aufgebracht. Die im 
Komplex enthaltene Peroxidase katalysiert dessen Präzipitation auf die Probe, wodurch das nun 
gebundene Phenol mehr Biotinmoleküle für die nachfolgende Bindungsreaktion bereitstellt. 
Dabei wird eine streptavidingekoppelte Peroxidase zugegeben, die sich über das Streptavidin an 
das Biotin anlagert. Diese Peroxidase katalysiert die Farbreaktion, für die DAB (3,3′-
Diaminobenzidintetrahydrochlorid) als Chromogen und Wasserstoffperoxid als Substrat in 
Pufferlösung zugegeben werden. Dabei entsteht ein braunes Präzipitat. Alle Schritte der Färbung 
wurden bei Raumtemperatur durchgeführt und waren von vorsichtigem Spülen mithilfe einer 
Pipette, sowie dreimaligem gründlichen Waschen in TBS-T-Puffer (Tris-gepufferte 
Kochsalzlösung, 50 mM Tris, 300 mM NaCl mit Tween®-20 (Polysorbat-20) als Emulgator) 
gefolgt.  
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Zu Beginn wurde die gewebeeigene Peroxidaseaktivität mit Wasserstoffperoxid blockiert, 
welches für mindestens zehn Minuten auf die Schnitte gegeben wurde. Um unspezifische 
Bindungsstellen abzusättigen wurden die Aortenschnitte für weitere zehn Minuten mit einem 
Proteinblock inkubiert, welcher anschließend gut abgeklopft, jedoch nicht mit TBS-T-Puffer 
abgespült wurde. Nun wurde der Primärantikörper auf die Gewebeproben aufgebracht und für 
15 Minuten dort belassen. Die Negativkontrollen (s. Abb. 10) wurden an Stelle von 
Primärantikörperlösung mit reiner Antikörperverdünnungslösung inkubiert und ansonsten 
identisch behandelt. Nach gründlichem Spülen und mehrfachem Waschen mit TBS-T-Puffer 
erfolgte die Inkubation mit dem biotinylierten Sekundärantikörper für 15 Minuten. Im Anschluss 
wurde zunächst der Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex und nachfolgend das 
Verstärkungsreagenz aufgetragen, beide für je 15 Minuten. Im nächsten Schritt wurden die 
Proben mit Streptavidin-Peroxidase benetzt und für weitere 15 Minuten inkubiert. Anschließend 
wurde ein Gemisch aus dem Chromogen DAB und Wasserstoffperoxid zugegeben und die 
nachfolgende Farbreaktion unter dem Lichtmikroskop verfolgt. Die Reaktion wurde nach ein bis 
vier Minuten mit bidestilliertem Wasser abgestoppt, wobei die Reaktionszeiten von Probe zu 
Probe stark variierten, weshalb jeder Objektträger einzeln untersucht wurde. Zuletzt erfolgte 
eine Gegenfärbung des Gewebes mit Hämatoxylin für zehn bis 30 Sekunden, welche wiederum 
sofort mit bidestilliertem Wasser abgestoppt wurde und anschließend für weitere fünf bis zehn 
Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut wurde. Abschließend wurden die Präparate 
mit Aquatex® und Deckgläschen entsprechender Größe eingedeckt.  
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Abbildung 10 RAM-11-Makrophagenfärbung einer Kaninchenaorta und zugehörige Negativkontrolle; 
Im Lumen sind Zellreste von Blutzellen erkennbar; um die Gefäße herum sind Reste der 
Adventitia erkennbar. 10-fache Vergrößerung.  
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2.2.5 Mikroskopische Analyse 
Die Querschnitte der Aorten mit den atherosklerotischen Plaques wurden lichtmikroskopisch 
bei Durchlicht mit einem invertierten Mikroskop bei zehnfacher oder 20-facher Vergrößerung 
untersucht. Mithilfe einer im Mikroskop enthaltenen CCD-Kamera wurden Kachelaufnahmen 
(Zeiss Zen) bei zehnfacher Vergrößerung erstellt, wodurch Bilder des gesamten 
Gefäßquerschnittes aufgenommen werden konnten. Durch einen unterschiedlichen 
Gesamtumfang der einzelnen Gefäßquerschnitte ergab sich auch eine variable Größe der 
zusammengesetzten Kachelaufnahmen. Ebenso wurden zur Auswertung der Präparate 
Detailaufnahmen bei 20-facher Vergrößerung aufgenommen, wobei hier je ein Gesichtsfeld von 
0,2 mm² untersucht wurde. Die erstellten Aufnahmen wurden im Anschluss mithilfe 
verschiedener Software (s. Tab. Software) ausgewertet. 
2.2.6 Auswertung der Bilddateien 
2.2.6.1 Berliner-Blau-Färbung 
Die im Vorfeld erstellten Kachelaufnahmen wurden hierbei auf sichtbare Eisenpartikel (blau) hin 
untersucht. Bei einigen Präparaten wurden von der beschädigten Aorta, in welcher eisenhaltige 
Partikel nachgewiesen werden konnte, zusätzlich Detailaufnahmen bei 20-facher Vergrößerung 
aufgenommen.  
Abbildung 11 Ein Gefäß mit erkennbarer Plaque; Berliner-Blau-Färbung ohne erkennbare 
Eisenakkumulation. Das Lumen des Gefäßes wird fast komplett von der Plaque ausgefüllt 
(s. Pfeile). 10-fache Vergrößerung. 
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2.2.6.2 Trichrom-Färbung 
Anhand der im Vorfeld erstellten Kachelaufnahmen wurde sowohl die Fläche der einzelnen 
Plaques als auch deren Dicke mithilfe von ImageJ bestimmt. Da auch hier die Größe der 
einzelnen Aufnahmen variabel war, wurde für die nachfolgenden Messungen in jeder Aufnahme 
individuell ein Maßstabsbalken eingefügt, wodurch es möglich wurde für jede Aufnahme eine 
korrekte Längenmessung durchzuführen. Alle Messungen wurden ohne Berücksichtigung der 
Adventitia des Gefäßes durchgeführt, da diese nicht auf allen Schnitten gleichmäßig dargestellt 
war.  
Zur Bestimmung der Fläche der Plaques wurde die Fläche, welche von der Lamina elastica 
interna begrenzt wird, bestimmt und davon die Fläche des Gefäßlumens subtrahiert. Die 
Ergebnisse wurden auf die Gesamtquerschnittsfläche jedes einzelnen Gefäßes für jeden 
Arterienabschnitt bezogen, um Abweichungen zu vermeiden, welche nur aufgrund der 
unterschiedlichen Gefäßgröße auftreten würden. Weiterhin wurde die Strecke der maximalen 
Plaquedicke gemessen, sowie die Dicke der Media an ebendieser Stelle und daraus das 
Verhältnis zwischen Plaque/Intima und Media bestimmt (s. Abb. 12). Zusätzlich wurde 
außerdem die minimale Ausdehnung der Media gemessen.  
Insgesamt wurden aus den gemessenen Werten überdies folgende Parameter berechnet: Der 
Gesamtumfang jedes Gefäßes, die Fläche der Media jedes Gefäßes, das Verhältnis zwischen 
Plaquefläche und der Fläche der Media, der Umfang des Lumens und der Anteil der Plaque an 
der Gesamtquerschnittsfläche. Diese Parameter wurden in allen Abschnitten (Bifurkation bis +5) 
der einzelnen Gefäße bestimmt, jedoch wurde die statistische Analyse lediglich für die drei 
Abschnitte mit den dicksten Plaques, gemessen an der Strecke, durchgeführt. Die restlichen 
Abschnitte wiesen meist nur kleinere bis überhaupt keine Plaques mehr auf, weswegen hier ein 
statistischer Vergleich keinen Sinn mehr ergeben hätte. 
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Abbildung 12 Darstellung der Messlinien zur Berechnung der Plaqueparameter in der Trichrom-Färbung 
nach Crossman. Alle gemessenen Areale sind schwarz umrandet, alle gemessenen 
Strecken sind durch rote Pfeile dargestellt. Im rechten Bild ist zusätzlich ein Begleitgefäß 
neben der Aorta zu erkennen. 10-fache Vergrößerung. 
2.2.6.3 Immunhistochemische Färbung 
Um die Makrophagenlast in den einzelnen Plaques zu analysieren wurde mithilfe der MetaVue 
Software eine Farbschwelle für die immunologisch gefärbten Makrophagen in den Bildern 
manuell definiert und so lange angepasst, bis die digitale Erkennung mit der visuellen 
Interpretation übereinstimmte. Zudem wurde die minimale Schichtdicke der fibrösen Kappe der 
einzelnen Plaques gemessen. Zusätzlich wurde die Anzahl an Makrophagen an den dafür 
repräsentativen Stellen der Plaqueschulter, der fibrösen Kappe, sowie dem Lipidkern der 
Plaques bestimmt (s. Abb. 13). Hierfür wurden weitere Aufnahmen der entsprechenden 
Regionen bei 20-facher Vergrößerung angefertigt und ein Gesichtsfeld von 0,2 mm² betrachtet 
(s. Abb. 14). Mithilfe von Nikon NIS wurde die Anzahl an Makrophagen in den einzelnen Bildern 
von zwei unabhängigen Betrachtern manuell gezählt. Diese Auswertung des Bildmaterials wurde 
aufgrund einer nicht durchführbaren Normalisierung zum notwendigen Vergleich der 
Ergebnisse ausgeschlossen und wird nicht in den Resultaten gezeigt. 
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Abbildung 13 Aortenabschnitte eines früh mit Kontroll-SPIONs behandelten Tieres in der RAM-11-
Makrophagenfärbung bei 10-facher Vergrößerung. Die Makrophagen stellen sich braun 
dar. Die Quadrate entsprechen den repräsentativen Regionen, in denen die Anzahl an 
Makrophagen ermittelt wurde. 
 
Abbildung 14 RAM-11-Makrophagenfärbung; 10-fache Vergrößerung mit Ausschnitt einer 
repräsentativen Region zur Bestimmung der Makrophagen-Anzahl in 20-facher 
Vergrößerung; Gesichtsfeld: 0,2 mm²; Maßstabsbalken: 50 µm. 
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2.2.7 Statistische Auswertung 
Alle quantitativen Ergebnisse sind, soweit nicht anders angegeben, in Median und Mittelwert ± 
Standardfehler des Mittelwertes (MW±SEM) ausgedrückt. Bei einem Signifikanzniveau von 
p<0,05 wurde von statistischer Signifikanz ausgegangen. Die Ergebnisse der verschiedenen 
Behandlungsgruppen wurden bei Gruppen mit Normalverteilung mit Hilfe des t-Tests, 
ansonsten mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests bezüglich der Kontrolle verglichen. Die Analysen 
wurden mit der Software SigmaStat® durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Erzeugen von atherosklerotischen Plaques durch Ballooning 
3.1.1 Angiographischer Nachweis der Plaqueentstehung 
Den Aorten wurde im abdominalen Abschnitt im Zuge des Balloonings mithilfe eines 
Ballonkatheters eine Verletzung zugefügt, welche als Ausgangspunkt für die Entstehung von 
atherosklerotischen Plaques fungieren sollte. Anschließend erhielten die Kaninchen über fünf 
Wochen eine atherogene Diät, was die Ausbildung der Plaques begünstigten sollte. Zum 
Nachweis der entstandenen Plaques wurden im Verlauf angiographische Bilder mithilfe des Artis 
Zee Flor (Siemens) aufgenommen. Die erste Aufnahme wurde vor durchgeführter Behandlung 
mit dem Ballonkatheter erstellt und zeigt eine gesunde und noch unbeschädigte Aorta (s. Abb. 
15 Woche 0). In den darauffolgenden Wochen wurden weitere Aufnahmen nach drei und nach 
elf Wochen erstellt (s. Abb. 15), welche den Verlauf der Plaqueentstehung demonstrieren 
sollten. In Abb. 15 (Woche 0) ist der Bereich der Verletzung an der distalen Aorta 
gekennzeichnet. In Abb. 15 (Woche 0) bis (Woche 11) lässt sich anhand der Wochenangaben 
verfolgen wie über den Zeitraum von 11 Wochen atherosklerotische Plaques in vivo am distalen 
Abschnitt des großen Gefäßes entstanden sind. Bereits nach drei Wochen sind deutliche 
Veränderungen erkennbar. So konnte bewiesen werden, dass durch die künstlich 
herbeigeführte Verletzung der Aorta in Kombination mit der atherogenen Diät innerhalb 
weniger Wochen eine atherosklerotische Läsion an einem gesunden großen Gefäß in vivo 
herbeigeführt werden kann. 
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Abbildung 15 Angiographische Aufnahmen der distalen Aorta nach 0, 3 und 11 Wochen. Links (Woche 
0) ist eine noch unbeschädigte Aorta gezeigt; der Bereich der Endothelverletzung ist 
markiert (Pfeil); in den Folgebildern (Woche 3, 11) sind zunehmend Gefäßveränderungen 
durch Plaqueformation erkennbar (Pfeil). 
3.2 Wirksamkeit der SPIONs an Arterien in vivo 
3.2.1 Nachweis von Eisen im Gewebe 
Um die Akkumulation der SPIONs an den großen Gefäßen in vivo zu testen wurde eine 
Kontrollgruppe mit n=2 Tieren definiert. Diesen Tieren wurden nach erfolgter Verletzung durch 
den Ballonkatheter Kontroll-SPIONs intraarteriell injiziert. Anschließend sollten sich die 
superparamagnetischen Partikel durch ein extern erzeugtes Magnetfeld (Verio, Siemens), 
welches für 45 Minuten aufrechterhalten wurde, im verletzten Gewebe anreichern. Um dies zu 
verifizieren wurden die Aorten direkt im Anschluss entnommen und nachfolgend mithilfe der 
Berliner-Blau-Färbung histologisch untersucht. Hierbei ließen sich dann in einigen Präparaten 
blau angefärbte Bereiche an der Oberfläche des Gefäß Lumens, an der Stelle, an der die 
Gefäßverletzung stattgefunden hatte, detektieren (s. Abb. 17). Dabei handelt es sich um 
Ablagerungen von Eisen an der Oberfläche des Gefäß Lumens. Dies wiederum gilt als Nachweis 
einer Anreicherung der eisenoxidhaltigen Nanopartikel in der verletzten Aorta (s. Abb. 16 u. 17). 
Im weiteren Verlauf der Gefäße, oder auch direkt an der Bifurkation der Aorta, also an Orten, 
an denen keine Verletzung stattgefunden hat, ließ sich auch keine Akkumulation der 
magnetischen Partikel im Gewebe erkennen (s. Abb. 16). So wird deutlich, dass auch die gezielte 
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Anreicherung der Partikel im gewünschten Gebiet erfolgreich stattfinden konnte. Dies 
wiederum verspricht eine exakte Anwendung des Wirkstoffes im behandlungsbedürftigen Areal 
und soll gleichzeitig das Auftreten unerwünschter systemischer Nebenwirkungen vermindern. 
Wie erwartet trat durch das Targeting eine einseitige Akkumulation der Partikel auf, da die 
Magnetspitze während der Verabreichung der Partikel bei diesem Versuchsaufbau von oben auf 
die abdominale Aorta gerichtet war, was die erkennbare Anreicherung von Eisen auf lediglich 
einer Seite der Aorta erklärt. 
 
Abbildung 16 Darstellung der Berliner-Blau-Färbung entlang der Aorta bei einem Tier der 
Akkumulationskontrollgruppe. Im Gefäßabschnitt +2 sind blau angefärbte Zellen 
erkennbar (s. Pfeile). In den restlichen Abschnitten der Aorta finden sich keine 
angereicherten Partikel. Die Gefäßlumina sind mit Zellresten von Blutzellen ausgefüllt; 
Vergrößerung 10-fach. 
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Abbildung 17 Erkennbare Akkumulation von Eisen aus den Partikeln im Gewebe der Intima (s. Pfeile) 
durch Berliner-Blau-Färbung mit schematischer Darstellung der Magnetspitze. Das Gefäß 
Lumen (links) ist mit Resten von Erythrozyten und anderen Blutzellen ausgefüllt; im 
Lumen (rechts) ist ein Thrombus erkennbar. Vergrößerung 10-fach und 20-fach. 
Alle Gruppen, also auch diejenigen, in welchen frühe beziehungsweise späte Wirkstoff- oder 
Kontrollpartikelapplikation stattfand, wurden standardmäßig auf visualisierbare Partikel im 
Gewebe hin untersucht. Dies hatte den Zweck, einen längeren Verbleib der Partikel im 
beschädigten Gewebe auszuschließen. In der Gruppe der späten SPION- und SPION-DEXA-
Applikation war eine erkennbare Akkumulation von Eisen im Gewebe eher zu erwarten als in 
den frühen Applikationsgruppen. Diese Annahme basiert auf der Vermutung, dass die Partikel 
allein aufgrund der im lebenden Organismus ablaufenden Stoffwechselprozesse bei den Tieren 
der frühen SPION-, beziehungsweise SPION-DEXA-Applikation bis zum Zeitpunkt der Euthanasie 
bereits vollständig abgebaut waren. Die Auswertung ergab jedoch, dass das Vorhandensein von 
Eisenoxid weder in den frühen noch in den späten Applikationsgruppen im Gewebe 
nachgewiesen werden konnte, was auf bereits erfolgte Verstoffwechslung der entsprechenden 
Partikel zum Zeitpunkt der Analyse schließen lässt. Dies war zu erwarten, da zwischen dem 
Zeitpunkt der Behandlung und der Organentnahme mindestens vier Wochen lagen. Somit 
konnte ein dauerhafter Verbleib der Partikel im Gewebe sicher ausgeschlossen werden, eine 
temporäre Anreicherung im Gebiet der Endothelschädigung jedoch nachgewiesen werden (s. 
Abb. 16 u. 17). 
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3.3 Ergebnisse und Beobachtungen aus der frühen Applikationsgruppe 
3.3.1 Auswirkungen der Behandlung auf Plaquegröße und Gefäßparameter 
Um die antiinflammatorische Wirkung der lokalen Glukokortikoidtherapie mit Dexamethason in 
dieser Studiengruppe zu überprüfen, wurden die Tiere sofort nach erfolgter Endothelverletzung 
durch den Ballonkatheter unter einem extern erzeugten Magnetfeld mit SPION-DEXA (n=4) oder 
Kontroll-SPIONs (n=5) behandelt. Die Partikel wurden intraarteriell injiziert und das Magnetfeld 
wurde für 45 Minuten aufrechterhalten. Im Anschluss an die entsprechende Behandlung 
erhielten die Tiere für fünf Wochen eine atherogene Diät. Zur grundlegenden Kontrolle der 
Behandlung wurde eine Gruppe von n=5 gänzlich unbehandelten, atherosklerotischen Tieren 
eingeschlossen. Bei diesen Tieren wurde durch Ballooning eine Atherosklerose induziert und 
nachfolgend erhielten die Tiere eine atherogene Diät, wie bereits im Vorfeld beschrieben. Nach 
sieben Wochen wurden die Tiere euthanasiert und die Aorten zur weiteren histologischen 
Untersuchung entnommen. Bei den Tieren dieser Kontrollgruppe erfolgte keinerlei Behandlung 
mit Nanopartikeln jedweder Art. Wie bereits im Vorfeld erwähnt, wurde für jedes Tier in den 
einzelnen Aortenabschnitten (Bifurkation bis +5) der Abschnitt mit der dicksten Plaque 
bestimmt. Als dickste Plaque wurde diejenige festgelegt, in welcher die größte Dicke der Intima 
gemessen werden konnte (gemessene Strecke in Trichrom-Färbung nach Crossman). Alle 
Ergebnisse wurden für die Abschnitte mit den drei dicksten Plaques pro Gefäß ermittelt, da in 
den restlichen Abschnitten meist kaum bis überhaupt keine Plaques mehr vorhanden waren. 
Bei der Analyse der dicksten Plaques in dieser Untersuchungsgruppe ließ sich kein signifikanter 
Unterschied zwischen den Tieren, die mit Kontroll-SPIONs behandelt wurden und jenen, welche 
mit SPION-DEXA behandelt wurden, in Bezug auf die normalisierte Plaquefläche oder die Dicke 
der fibrösen Kappe erkennen (s. Tab. 8). Verglichen mit den Tieren, welchen Kontroll-SPIONs 
verabreicht wurden zeichnete sich in der Gruppe der frühen SPION-DEXA Applikation eine 
leichte Tendenz (P = 0,329; one-tailed T-test) hin zu dickerer Intima, beziehungsweise dickeren 
Plaques, und so auch zu erhöhter IMD ab (s. Abb. 18). Dies spricht, im Gegensatz zu der 
Hypothese, dass lokal verabreichtes Dexamethason den Prozess der Plaque Entwicklung 
dezimiert, eher für einen Anstieg des atherogenen Geschehens in den verletzten Arterien. 
Mithilfe der RAM-11-Makrophagenfärbung konnte auch die Makrophagen positive Fläche 
gemessen und verglichen werden. Bei der Analyse der immunhistochemisch untersuchten 
Schnitte ließ sich eine erhöhte Makrophagenlast (P = 0,0285; one-tailed T-test) in den Plaques 
der frühen SPION-DEXA behandelten Tiere erkennen, im Gegensatz zu den Tieren, welche mit 
Kontroll-SPIONs behandelt wurden (s. Tab. 8, Abb. 18). Außerdem zeigte die frühe SPION-DEXA-
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Applikationsgruppe verglichen mit den gänzlich Nanopartikel-unbehandelten Tieren eine 
signifikant erhöhte Makrophagenbelastung in dieser Gruppe (P = 0,025; Mittelwert: 25% vs. 
44%; Median: 29% vs. 42%). Dies deutet auf einen verstärkten atherogenen Prozess in den 
Aorten der mit SPION-DEXA behandelten Tiere hin. Zwischen den frühzeitig mit Kontroll-SPIONs 
behandelten Tieren und den gänzlich ohne Partikel behandelten Tieren gab es keinen 
Unterschied im Makrophagengehalt (s. Tab. 8, Abb. 18). 
Dieselben Untersuchungen an den Abschnitten mit den zweit- und drittdicksten Plaques 
ergaben für diese beiden Behandlungsgruppen keine weiteren signifikanten Unterschiede 
zwischen den untersuchten Gruppen oder anderweitige Ergebnisse und sind deshalb nicht im 
Einzelnen dargestellt. 
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Tabelle 8 Plaque Morphometrie und Makrophagenlast bei Tieren der frühen Behandlung mit SPION-
DEXA und Kontroll-SPIONs. Nanopartikel-unbehandelte Kontrolltiere im Vergleich. Werte 
entsprechen der dicksten Plaque. 
 
Keine Behandlung 
mit Partikeln  
(n=5) 
Frühe Behandlung 
Kontroll-SPION 
(n=5) 
Frühe Behandlung 
SPION-DEXA 
(n=4) 
Fläche Plaque (mm2) 2,4 (2,4 ± 0,6) 1,54 (1,63 ± 0,3) 1,76 (1,63 ± 0,1) 
Normierte Fläche Plaque (%) 67,8 (61,7 ± 0,1) 66,2 (63,3 ± 5,2) 65,5 (66,6 ± 3,3) 
Max. Dicke Plaque (µm) 
515,6 (493,7 ± 
121,6) 
422,4 (445,6 ± 
78,2) 
527,8 (497,7 ± 
57,3) 
Dicke Media (µm) 
119,1 (144,9 ± 
36,9) 
118,4 (133,5 ± 
23,9) 
110,8 (112,3 ± 7,8) 
Intima:Media Dicke (IMT) 5,07 (4,3 ± 1,2) 2,78 (3,6 ± 0,8) 4,42 (4,4 ± 0,3) 
Minimale Dicke Fc (µm) 29,3 (34,9 ± 12,4) 38,0 (42,4 ± 6,8) 32,7 (36,3 ± 4,5) 
Fläche Makrophagen (%) 29,5 (25,7 ± 4,8) 29,8 (30,2 ± 4,4) 42,3 (44,7 ± 4,5) *# 
Gezeigt sind: Median (Mittelwert ± SEM); * P = 0,025 versus Nanopartikel-unbehandelte 
Kontrolle; # P = 0,0285 versus Kontroll-SPION behandelte Gruppe, one-tailed T-test. 
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Abbildung 18 Vergleich der frühen Kontroll-SPION-Applikation mit der frühen SPION-DEXA-Applikation 
und den Nanopartikel-unbehandelten Kontrolltieren in vivo. Gezeigt sind (A) 
Normalisierte Plaquefläche; (B) Maximale Plaque-, Intimadicke (Crossman’s Trichrom-
Färbung); (C) Berechnete IMD sowie (D) Makrophagen-positive Fläche (RAM-11-
Färbung). Die Graphen zeigen Median mit 25. und 75. Perzentil. * P = 0,025 versus 
Nanopartikel-unbehandelte Kontrolle. # P= 0,0285 versus Kontroll-SPION behandelte 
Gruppe, one-tailed T-test; ns, nicht signifikant. Dargestellt ist der Abschnitt der dicksten 
Plaque.  
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3.4 Ergebnisse und Beobachtungen aus der späten Applikationsgruppe 
3.4.1 Auswirkungen der Behandlung auf Plaquegröße und Gefäßparameter 
Um die Auswirkungen der Glukokortikoidgabe auch in fortgeschrittenen atherosklerotischen 
Läsionen zu untersuchen wurden die Tiere dieser Behandlungsgruppe nach erfolgter 
Gefäßverletzung durch Ballooning zunächst für fünf Wochen mit atherogener Nahrung ernährt. 
Nach dieser Zeit erfolgte die intraarterielle Applikation der Kontroll-SPIONs (n=4) oder SPION-
DEXA (n=3) unter Bildkontrolle und eine anschließende zweiwöchige Erholungsphase mit 
Standardnahrung. Beide Gruppen wurden mit der vorhergehend beschriebenen gänzlich ohne 
Nanopartikel behandelten Kontrollgruppe (n=5) verglichen. Auch hier wurden wieder die drei 
Abschnitte der Aorten analysiert und ausgewertet, an denen sich die Plaque am dicksten und 
prominentesten darstellte. 
Die Auswertung der Abschnitte mit den dicksten Plaques ergab für diese Behandlungsgruppen 
keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die normalisierte Plaquegröße, die Dicke der 
Plaques beziehungsweise der Intima und somit auch die IMD sowie die Dicke der fibrösen Kappe 
zwischen den mit SPION-DEXA behandelten Tieren und den mit Kontroll-SPIONs behandelten 
Tieren (s. Tab. 9, Abb. 19). Bei Betrachtung der komplett Partikel-unbehandelten Gruppe fiel 
eine Tendenz hin zu einer stärkeren Verschmälerung der fibrösen Kappe in dieser Gruppe im 
Gegensatz zu den mit SPION-DEXA (P = 0,222; Mittelwert: 35 µm vs. 49 µm; Median: 29 µm vs. 
51 µm) und auch mit Kontroll-SPION behandelten Tieren (P = 0,271; two-tailed T-test; 
Mittelwert: 35 µm vs. 55 µm; Median: 29 µm vs. 54 µm) auf (s. Tab. 9). 
Bei der Analyse der RAM-11-Makrophagenfärbung konnte auch im Hinblick auf die positiv 
gefärbte makrophagenhaltige Fläche kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der 
Gruppe, die mit Kontroll-SPIONs behandelt wurde und derjenigen, welche mit Dexamethason-
Partikeln behandelt wurde, gemessen werden (s. Tab. 9, Abb. 19). Auch in den gänzlich 
unbehandelten Tieren wurde keinerlei Abweichung des Makrophagengehalts im Vergleich zu 
den beiden Partikel-behandelten Gruppen festgestellt (s. Tab. 9). Diese Beobachtung, wie auch 
die Ergebnisse aus den beiden Versuchsgruppen der frühen Partikelbehandlung, deutet darauf 
hin, dass eine Behandlung der endothelialen Läsion mit Dexamethason-Partikeln zumindest 
scheinbar keinen Benefit zur Verbesserung der Inflammation und atherosklerotischen Läsion 
gegenüber den Kontrollpartikeln darstellt. 
Dieselben Untersuchungen an den zweitdicksten Abschnitten der Plaques ergaben für diese 
beiden Behandlungsgruppen, auch im Vergleich mit der gänzlich unbehandelten Gruppe keine 
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weiteren signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen oder anderweitige 
Ergebnisse und sind deshalb nicht im Einzelnen dargestellt. 
Beim Vergleich der späten SPION-DEXA Applikation mit der späten Kontroll-SPION Applikation 
im drittdicksten Plaqueabschnitt konnten keinerlei Unterschiede festgemacht werden. Die 
Zahlen sind daher nicht explizit aufgeführt. Beim Vergleich der beiden Gruppen mit der 
Nanopartikel-unbehandelten Gruppe jedoch ließ sich für diesen Abschnitt erfassen, dass die 
normierte Plaquefläche der unbehandelten Tiere im Vergleich zu den beiden mit Partikeln 
behandelten Gruppen tendenziell etwas kleiner war (P = 0,076; one-tailed T-test; Mittelwert: 27 
% vs. 52%; Median: 18 % vs. 52 % gegen Kontroll-SPION), (P = 0,077; two-tailed T-test; 
Mittelwert: 27 % vs. 59 %; Median: 18 % vs. 58 % gegen SPION-DEXA). Ebenso lag die IMD 
aufgrund einer extrem dicken Media in der unbehandelten Gruppe (206 µm vs. 106 µm gegen 
Kontroll-SPION), (206 µm vs. 108 µm gegen SPION-DEXA) tendenziell stark unter der IMD der 
beiden behandelten Gruppen (P = 0,092, one-tailed T-test; Median: 0,6 µm vs. 3,0 µm gegen 
Kontroll-SPION), (P = 0,163 one-tailed T-test; Median: 0,6 µm vs. 2,8 µm gegen SPION-DEXA). 
Dies kann daran liegen, dass bei Betrachtung der drittdicksten Plaqueabschnitte zum Teil bereits 
stark verkleinerte Plaques zu sehen sind, da dieser Abschnitt bereits einige Millimeter vom 
Zentrum der Plaque entfernt liegt.  
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Tabelle 9 Plaque Morphometrie und Makrophagenlast bei Tieren der späten Behandlung mit SPION-
DEXA und Kontroll-SPIONs. Nanopartikel-unbehandelte Kontrolltiere im Vergleich. Werte 
entsprechen der dicksten Plaque. 
 Keine Behandlung 
mit Partikeln 
(n=5)  
Späte Behandlung 
Kontroll-SPION 
(n=4) 
Späte Behandlung 
SPION-DEXA 
(n=3) 
Fläche Plaque (mm²) 2,4 (2,4 ± 0,6) 2,87 (2,53 ± 0,37) 1,67 (2,23 ± 0,9) 
Normierte Fläche Plaque (%) 67,8 (61,7 ± 0,1) 74,5 (71,0 ± 5,8) 65,9 (64,8 ± 13,7) 
Max. Dicke Plaque (µm) 
515,6 (493,7 ± 
121,6) 
540,2 (566,1 ± 
56,9) 
463,0 (475,3 ± 
56,6) 
Dicke Media (µm) 
119,1 (144,9 ± 
36,9) 
109,9 (111,7 ± 
22,2) 
92,6 (145,9 ± 54,5) 
Intima:Media Dicke (IMT) 5,07 (4,3 ± 1,2) 5,6 (5,9 ± 1,4) 4,99 (4,3 ± 1,5) 
Minimale Dicke Fc (µm) 29,3 (34,9 ± 12,4) 54,4 (55,3 ± 11,0) 51,3 (48,7 ± 3,7) 
Fläche Makrophagen (%) 29,5 (25,7 ± 4,8) 25,1 (25,3 ± 4,0) 23,9 (23,5 ± 0,8) 
Gezeigt sind: Median (Mittelwert ± SEM). 
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Abbildung 19 Vergleich der späten Kontroll-SPION-Applikation mit der späten SPION-DEXA-Applikation 
und den Nanopartikel-unbehandelten Kontrolltieren in vivo. Gezeigt sind (A) 
Normalisierte Plaquefläche; (B) Maximale Plaque-, Intimadicke (Crossman’s Trichrom-
Färbung); (C) Berechnete IMD sowie (D) Makrophagen-positive Fläche (RAM-11-
Färbung). Die Graphen zeigen Median mit 25. und 75. Perzentil; ns, nicht signifikant. 
Dargestellt ist der Abschnitt der dicksten Plaque. 
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3.5 Ergebnisse und Beobachtungen: Vergleich der frühen und späten 
SPION-DEXA Gabe 
3.5.1 Auswirkungen der Behandlung auf Plaquegröße und Gefäßparameter 
Zusätzlich zu den bisherig untersuchten Daten wurde außerdem ein weiterer Vergleich 
angestellt. Die Behandlungsgruppe der frühen Applikation von SPION-DEXA wurde mit der 
Gruppe der späten Applikation der Dexamethason beladenen Partikel verglichen. Dies sollte 
Aufschluss darüber geben, ob ein unterschiedlicher Zeitpunkt der Behandlung mit dem 
Glukokortikoid einen Einfluss auf dessen potenziell antiinflammatorische und antiatherogene 
Wirkung hat. Die Ergebnisse zeigten für die Parameter der Plaquefläche, Plaquedicke und IMD 
keine signifikanten Unterschiede (s. Tab. 10, Abb. 20). 
Allerdings ergab die Analyse der RAM-11-Makrophagenfärbung, dass die 
Makrophagenbelastung in den Plaques der frühen Behandlungsgruppe im Gegensatz zu den 
Plaques der Tiere, bei denen das MDT mit SPION-DEXA zu einem späteren Zeitpunkt stattfand, 
signifikant viel höher war (P = 0,011; s. Tab. 10, Abb. 20). Möglicherweise ist diese Erkenntnis 
ein Hinweis auf eine vermeintlich höhere Makrophagendichte in den Tieren der frühen SPION-
DEXA Behandlung aufgrund der direkt vorausgegangenen traumatischen Gefäßverletzung. 
Interessanterweise konnte bei der Betrachtung der Dicke der fibrösen Kappe eine Tendenz (P = 
0,050; one-tailed T-test; Median: 32 µm vs. 51 µm) hin zu stärkerer Verschmälerung der Kappe 
in der frühen SPION-DEXA Gruppe dargestellt werden (s. Tab. 10). 
Die Auswertung der Abschnitte mit den zweitdicksten und drittdicksten Plaques ließ im 
Vergleich der Gruppen im Hinblick auf Plaquegröße, Plaquefläche sowie IMD keine signifikanten 
Unterschiede erkennen und ist daher nicht ausführlich gezeigt.  
Bei Betrachtung der Ergebnisse der Trichrom-Färbung in den Abschnitten der zweit- und 
drittdicksten Plaques zeichnete sich jedoch, wie bereits im Abschnitt der dicksten Plaque, auch 
für die drittdickste Plaque eine Tendenz (P = 0,052; one-tailed T-test) hin zu einer stärkeren 
Verschmälerung der fibrösen Kappe in der frühen Behandlungsgruppe mit SPION-DEXA ab (s. 
Tab. 12, Abb. 21). Außerdem lässt sich erkennen, dass die Makrophagenbelastung in den 
Gruppen, die frühzeitig mit SPION-DEXA behandelt wurde, tendenziell höher war als in den 
Gruppen des späten MDT (P = 0,081; one-tailed T-test; für die zweitdickste Plaque; P = 0,044; 
one-tailed T-test; für die drittdickste Plaque; s. Tab. 11 u. 12, Abb. 21). 
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Tabelle 10 Plaque Morphometrie und Makrophagenlast bei Tieren der frühen und späten Behandlung 
mit SPION-DEXA. Werte entsprechen der dicksten Plaque. 
  Frühe Behandlung 
SPION-DEXA 
(n=4) 
Späte Behandlung 
SPION-DEXA 
(n=3) 
Fläche Plaque (mm2) 1,76 (1,63 ± 0,1) 1,67 (2,23 ± 0,9) 
Normierte Fläche Plaque (%) 65,5 (66,6 ± 3,3) 65,9 (64,8 ± 13,7) 
Max. Dicke Plaque (µm) 527,8 (497,7 ± 57,3) 463,0 (475,3 ± 56,6) 
Dicke Media (µm) 110,8 (112,3 ± 7,8) 92,6 (145,9 ± 54,5) 
Intima:Media Dicke (IMT) 4,42 (4,4 ± 0,3) 4,99 (4,3 ± 1,5) 
Minimale Dicke Fibröse Kappe (µm) 32,7 (36,3 ± 4,5) 51,3 (48,7 ± 3,7)# 
Fläche Makrophagen (%) 42,3 (44,7 ± 4,5) 23,9 (23,5 ± 0,8)* 
Gezeigt sind: Median (Mittelwert ± SEM) * P = 0,011; # P = 0,050, one-tailed T-test. 
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Abbildung 20 Vergleich der frühen mit der späten SPION-DEXA-Gabe. Gezeigt sind (A) Normalisierte 
Plaquefläche; (B) Maximale Plaque-, Intimadicke (Crossman’s Trichrom-Färbung); (C) 
Berechnete IMD sowie (D) Makrophagen-positive Fläche (RAM-11-Färbung). Die Graphen 
zeigen Median mit 25. und 75. Perzentil; ns, nicht signifikant. Dargestellt ist der Abschnitt 
der dicksten Plaque; (fr. SPION-DEXA) Frühe SPION-DEXA-Applikation; (sp. SPION-DEXA) 
Späte SPION-DEXA-Applikation. 
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Tabelle 11 Minimale Dicke fibröse Kappe und Makrophagenlast bei Tieren der frühen und späten 
Behandlung mit SPION-DEXA; Werte entsprechen der zweitdicksten Plaque. 
 Frühe Behandlung 
SPION-DEXA 
(n=4) 
Späte Behandlung 
SPION-DEXA 
(n=3) 
Minimale Dicke Fibröse Kappe (µm) 39,3 (38,5 ± 5,4) 44,9 (41,8 ± 5,7) 
Fläche Makrophagen (%) 29,3 (31,7 ± 4,3) 24,0 (23,1 ± 1,2) *) # 
Gezeigt sind: Median (Mittelwert ± SEM) * # P = 0,081; one-tailed T-test. 
 
Tabelle 12 Minimale Dicke fibröse Kappe und Makrophagenlast bei Tieren der frühen und späten 
Behandlung mit SPION-DEXA; Werte entsprechen der drittdicksten Plaque. 
 Frühe Behandlung 
SPION-DEXA 
(n=4) 
Späte Behandlung 
SPION-DEXA 
(n=3) 
Minimale Dicke Fibröse Kappe (µm) 12,8 (15,1 ± 8,9) 50,3 (42,3 ± 10,5) *)
 # 
Fläche Makrophagen (%) 27,0 (29,97 ± 4,5) 18,6 (18,8 ± 0,2) ** 
Gezeigt sind: Median (Mittelwert ± SEM) * # P = 0,052, one-tailed T-test; ** P = 0,044, one-
tailed T-test. 
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Abbildung 21 Effekte der frühen und späten SPION-DEXA-Gabe. Dargestellt sind (A, B) Minimale Dicke 
fibröse Kappe; (C, D) Makrophagen-positive Fläche (RAM-11-Färbung). Die Graphen 
zeigen Median mit 25. und 75. Perzentil; ns, nicht signifikant A u. C stellen den Abschnitt 
der zweitdicksten Plaque dar. B u. D stellen den Abschnitt der drittdicksten Plaque dar; 
(fr. SPION-DEXA) Frühe SPION-DEXA-Applikation; (sp. SPION-DEXA) Späte SPION-DEXA-
Applikation. 
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3.6 Ergebnisse und Beobachtungen: Vergleich der frühen und späten 
Kontroll-SPION Gabe 
3.6.1 Auswirkungen der Behandlung auf Plaquegröße und Gefäßparameter 
Auch die Gabe der Kontrollpartikel zum Zeitpunkt des Balloonings wurde mit der späten 
Applikation von Kontroll-SPIONs verglichen. Es wurden die gleichen Parameter, wie 
vorhergehend beschrieben, untersucht, um eine mögliche unterschiedliche Wirkung der 
Kontroll-Partikel zu verschiedenen Zeitpunkten auszumachen. Dabei zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied in der Dicke oder der Fläche der Plaques (s. Tab. 13, Abb. 22). Es lässt 
sich allerdings erkennen, dass die Plaques der Tiere, welche zum frühen Zeitpunkt mit Kontroll-
SPIONs behandelt wurden, insgesamt stabilere Werte aufweisen als diejenigen, welche erst 
später mit Kontrollpartikeln behandelt wurden. Dazu zählen die reine Plaquefläche, wie auch 
die normalisierte Plaquefläche, die Dicke der Plaques sowie die IMD (s. Tab. 13, Abb. 22). Obwohl 
keine statistische Signifikanz erreicht wurde, deutet dies auf insgesamt kleinere Plaques in den 
Tieren der frühen SPION-Behandlung im Gegensatz zu den spät behandelten Tieren hin. 
Bei Betrachtung der Makrophagenlast konnte für den Abschnitt der dicksten Plaque kein 
nennenswerter signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen dargestellt werden (s. Tab. 
13, Abb. 22). 
In den Abschnitten der zweit- und drittdicksten Plaques lassen sich für die Tiere der frühen 
Kontroll-SPION-Behandlung ebenso stabilere Parameter, wie die reine Plaquefläche, die 
normalisierte Plaquefläche, die Plaquedicke und die IMD erkennen als bei den Tieren der späten 
Behandlung mit Kontrollpartikeln (s. Tab. 14, 15). Dies unterstreicht die Ergebnisse aus dem 
Abschnitt mit der dicksten Plaque. Allerdings lässt sich im dicksten Abschnitt (P = 0,167; one-
tailed T-test) und auch im drittdicksten Abschnitt (P = 0,080; one-tailed T-test) eine Tendenz hin 
zu einer minimal stärkeren Verschmälerung der fibrösen Kappe in den frühzeitig mit Kontroll-
SPIONs behandelten Tieren erkennen (s. Tab. 13, 15). Bei der Auswertung der RAM-11-
Makrophagenfärbung ließen sich auch bei den zweit- und drittdicksten Plaques keine 
signifikanten Unterschiede ausmachen (s. Tab. 14, 15). 
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Tabelle 13 Plaque Morphometrie und Makrophagenlast bei Tieren der frühen und späten Behandlung 
mit Kontroll-SPIONs. Werte entsprechen der dicksten Plaque. 
 Frühe Behandlung 
Kontroll-SPION 
(n=5) 
Späte Behandlung 
Kontroll-SPION 
(n=4) 
Fläche Plaque (mm2) 1,54 (1,63 ± 0,3) 2,87 (2,53 ± 0,37) 
Normierte Fläche Plaque (%) 66,2 (63,3 ± 5,2) 74,5 (71,0 ± 5,8) 
Max. Dicke Plaque (µm) 422,4 (445,6 ± 78,2) 540,2 (566,1 ± 56,9) 
Dicke Media (µm) 118,4 (133,5 ± 23,9) 109,9 (111,7 ± 22,2) 
Intima:Media Dicke (IMT) 2,78 (3,6 ± 0,8) 5,6 (5,9 ± 1,4) 
Minimale Dicke Fibröse Kappe (µm) 38,0 (42,4 ± 6,8) 54,4 (55,3 ± 11,0) *) # 
Fläche Makrophagen (%) 29,8 (30,2 ± 4,4) 25,1 (25,3 ± 4,0) 
Gezeigt sind: Median (Mittelwert ± SEM) * # P = 0,167; one-tailed T-test. 
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Abbildung 22 Effekte der frühen und späten Kontroll-SPION-Gabe. Gezeigt sind (A) Normalisierte 
Plaquefläche; (B) Maximale Plaque-, Intimadicke (Crossman’s Trichrom-Färbung); (C) 
Berechnete IMD sowie (D) Makrophagen-positive Fläche (RAM-11-Färbung). Die Graphen 
zeigen Median mit 25. und 75. Perzentil; ns, nicht signifikant. Dargestellt ist der Abschnitt 
der dicksten Plaque; (fr. SPION) Frühe Kontroll-SPION-Applikation; (sp. SPION) Späte 
Kontroll-SPION-Applikation. 
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Tabelle 14 Plaque Morphometrie und Makrophagenlast bei Tieren der frühen und späten Behandlung 
mit Kontroll-SPIONs. Werte entsprechen der zweitdicksten Plaque. 
 Frühe Behandlung 
Kontroll-SPION 
(n=5) 
Späte Behandlung 
Kontroll-SPION 
(n=4) 
Fläche Plaque (mm2) 0,9 (1,4 ± 0,5) 2,2 (2,0 ± 0,4) 
Normierte Fläche Plaque (%) 51,2 (51,9 ± 0,1) 73,7 (68,4 ± 0,1) 
Max. Dicke Plaque (µm) 268,1 (349,2 ± 100,0) 512,5 (506,8 ± 84,3) 
Dicke Media (µm) 107,4 (94,5 ± 14,9) 99,7 (96,4 ± 12,7) 
Intima:Media Dicke (IMT) 3,4 (4,2 ± 1,2) 5,3 (5,9 ± 1,7) 
Minimale Dicke Fibröse Kappe (µm) 31,0 (30,3 ± 10,1) 36,0 (39,2 ± 4,1) 
Fläche Makrophagen (%) 25,5 (25,6 ± 5,4) 21,1 (20,8 ± 2,2) 
Gezeigt sind: Median (Mittelwert ± SEM). 
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Tabelle 15 Plaque Morphometrie und Makrophagenlast bei Tieren der frühen und späten Behandlung 
mit Kontroll-SPIONs; Werte entsprechen der drittdicksten Plaque. 
 Frühe Behandlung 
Kontroll-SPION 
(n=5) 
Späte Behandlung 
Kontroll-SPION 
(n=4) 
Fläche Plaque (mm2) 0,25 (0,5 ± 0,2) 1,1 (1,6 ± 0,8) 
Normierte Fläche Plaque (%) 21,7 (31,3 ± 0,1) 52,0 (52,5 ± 0,1) 
Max. Dicke Plaque (µm) 146,7 (178,2 ± 53,9) 316,3 (396,3 ± 103,1) * 
Dicke Media (µm) 105,5 (110,1 ± 12,2) 106,5 (113,8 ± 8,8) 
Intima:Media Dicke (IMT) 1,4 (1,8 ± 0,7) 3,0 (3,7 ± 1,1) 
Minimale Dicke Fibröse Kappe (µm) 19,2 (17,6 ± 8,0) 45,6 (67,9 ± 34,9) **) # 
Fläche Makrophagen (%) 22,3 (20,2 ± 7,1) 18,7 (17,0 ± 3,7) 
Gezeigt sind: Median (Mittelwert ± SEM) * P= 0,043, one-tailed T-test; ** # P= 0,080; one-tailed 
T-test. 
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4 Diskussion 
Die Atherosklerose hat in immens vielen Fällen verheerenden Konsequenzen, wie die anfänglich 
dargelegten Daten veranschaulichen. Die Zahl der weltweiten Todesopfer kardiovaskulärer 
Erkrankungen steigt jährlich weiter an, weswegen die Atherosklerose durch ihr häufiges 
Auftreten im Fokus der kardiologischen Forschung steht. Neuere Therapieansätze versuchen vor 
allem die entzündliche Komponente der Erkrankung zu adressieren. Die antiinflammatorische 
Behandlung von Atherosklerose mit Kortikoiden wurde bereits im Zuge verschiedener Studien 
mit Kortikoid-beladenen Stents getestet [101-106, 112], wobei die variablen Ergebnisse der 
einzelnen Studien ausgedehntere Forschung fordern. In einer klinischen Studie von van der Valk 
et al. wurden Kortikoid-beladene Liposomen getestet und eine erfolgreiche Akkumulation dieser 
in den Makrophagen verzeichnet [113]. Diese vielversprechenden Studien lassen die Hoffnung 
auf eine zukünftig erfolgreiche antiinflammatorische Therapie der Atherosklerose durch 
Nanosysteme wachsen. 
In der hier vorgelegten Dissertation war das vorrangige Ziel die Möglichkeit des MDT an großen 
arteriellen Gefäßen in vivo zu testen. Für diesen Zweck wurden mit Laurinsäure und HSA 
ummantelte SPIONs als Trägersubstanz ausgewählt. Diese Partikel weisen eine gute 
Biokompatibilität auf und zeigen außerdem eine hohe kolloidale Stabilität wie auch eine hohe 
Stabilität im Blut [95]. Die SPIONs konnten zudem in einer vorhergehenden ex vivo Studie unter 
Applikation eines externen Magnetfeldes bereits erfolgreich in der spezifischen Arterienregion 
angereichert werden [91]. Soweit bekannt, ist dies die erste Studie, welche die Durchführbarkeit 
des MDT von SPIONs an Arterienwänden großer Gefäße am lebenden Kaninchen demonstriert. 
Dafür wurde bei den Tieren zunächst durch eine Endothelverletzung in Kombination mit einer 
atherogenen Diät eine Atherosklerose hervorgerufen. Anschließend wurde das MDT mit SPION-
DEXA in unterschiedlichen Behandlungsgruppen getestet. Dabei wurde zwischen einem 
frühzeitigen MDT mit SPION-DEXA direkt im Anschluss an die Endothelverletzung und einer 
Behandlung mit SPION-DEXA zu einem späteren Zeitpunkt unterschieden, um eventuelle 
Abweichungen im Ergebnis zu unterschiedlichen Behandlungszeitpunkten auszumachen. 
Außerdem wurden zwei Behandlungsgruppen definiert, welche frühzeitig oder zu einem 
späteren Zeitpunkt mit unbeladenen SPIONs behandelt wurden, um die Wirkung und den 
potenziellen Benefit der antiinflammatorischen Substanz im Vergleich zu unbeladenen Partikeln 
zu ersehen. 
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Folgende Erkenntnisse wurden aus dieser Arbeit gewonnen: 
• Erfolgreiche Induktion einer manifesten Atherosklerose im Tiermodell durch Ballooning 
und atherogene Diät 
• Effektive laterale Akkumulation der Eisenoxidpartikel in der verletzten Region des 
Gefäßlumens durch MDT 
• Erhöhte Entzündungsreaktion bei frühzeitig mit SPION-DEXA behandelten Tieren im 
Vergleich sowohl zu Kontrolltieren ohne Partikelbehandlung als auch zu mit Kontroll-
SPIONs behandelten Tieren 
• Keine Besserung der Entzündungsreaktion bei später SPION-DEXA Applikation im 
Vergleich zu Kontrolltieren 
• Tendenziell vulnerablere Plaques bei frühzeitiger SPION-DEXA Anwendung im Vergleich 
zu später SPION-DEXA Applikation 
• Tendenziell stabilste Plaques bei Tieren der frühen Kontroll-SPION Applikation 
• Dexamethason als ungeeigneter Wirkstoff zur Anwendung bei MDT 
Diese Ergebnisse werden im Folgenden kurz diskutiert. 
4.1 Erfolgreiche SPION-Akkumulation im Zielgewebe mithilfe des MDT 
Die histologische Analyse der Aortenschnitte, welche mit der Berliner-Blau-Färbung behandelt 
wurden, zeigte eine deutliche Anreicherung der eisenhaltigen Nanopartikel an der durch 
Ballooning verletzten Stelle im Gefäß Lumen. Damit ist bewiesen, dass eine erfolgreiche 
magnetisch hervorgerufene Akkumulation der Eisenoxidpartikel im Zielgewebe dieser großen 
Arterie am lebenden Kaninchen durchführbar ist, was die Ergebnisse der vorausgegangenen ex 
vivo Studie bestärkt [91]. Da dies der erste Versuch mit einem solchen Studiendesign ist, ist diese 
Erkenntnis von immenser Bedeutung, da gezeigt wird, dass eine erfolgreiche Akkumulation 
dieser Partikel mithilfe eines externen Magnetfeldes, zumindest für große und/oder 
oberflächliche Arterien in vivo möglich ist. Diese Feststellung ebnet den Weg für weitere und 
umfassendere Studien, welche sowohl die Effizienz des Targetings verbessern sollen als auch zur 
Entwicklung eines MDT-basierten Therapieansatzes für kardiovaskuläre Erkrankungen und auch 
atherosklerotische Plaques beitragen sollen. 
Limitiert wird dieser Erfolg jedoch durch die Tatsache, dass die Akkumulation der Oxidpartikel 
in den Tieren dieser Studie lediglich auf einer Seite der Aorta zu beobachten war. Dabei handelt 
es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um die dem Magneten zugewandte Seite der Arterie. Durch 
die einseitige, externe Positionierung des Magneten von oben auf die Aorta und einen so 
zustande kommenden lateralen Magnetfeldgradienten wird die Effizienz der zielgenauen 
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Partikelakkumulation vor allem im Gegensatz zur Anwendung in mikrovaskulären Strukturen in 
Tumorgeweben reduziert [89, 114]. In der vorangegangenen ex vivo Studie an humanen 
Umbilikalarterien wurde die magnetisch induzierte Akkumulation von SPIONs im Zielgewebe 
eingehend untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass der Erfolg des Magnetic Targeting stark 
von der Entfernung zwischen Zielgewebe und Magnetspitze abhängt [91]. Basierend auf dieser 
Studie wurde eine erfolgreiche Akkumulation der SPIONs entlang der Arterie bis zu einer 
Entfernung von etwa 0,7-1 cm in beide Richtungen, ausgehend von der Magnetspitze, 
angenommen. Regionen der Arterie, welche außerhalb dieser Distanz liegen, können folglich mit 
dieser Methode nicht erreicht werden. Wie in Abb. 17 im vorherigen Abschnitt gezeigt, konnte 
eine erfolgreiche Akkumulation der SPIONs in dem durch Ballooning verletzten Gefäßabschnitt 
bewerkstelligt werden. Die Zielgenauigkeit dieses Ansatzes jedoch quantitativ zu bestimmen, ist 
sicherlich eine Herausforderung. Im Falle der frühen Behandlung beispielsweise, bei der die 
Verletzung am Gefäß noch akut ist, deutet der proinflammatorische Effekt der SPION-DEXA 
Applikation im Vergleich mit Kontroll-SPIONs und unbehandelten Tieren darauf hin, dass 
zumindest ein Teil der Medikamentendosis erfolgreich im Gewebe abgegeben werden konnte. 
Die in dieser Studie lokal verabreichte Gesamtdosis an Dexamethason betrug 300 µg, was 0,075-
0,1 mg/kg Körpergewicht oder 1,25-1,6 µg/ml Blut entspricht. Da nur eine einzige Dosis 
verabreicht wurde erscheint es sehr unwahrscheinlich, dass die systemische Verabreichung 
einen derart negativen Effekt auf die Plaqueentwicklung haben könnte. In der späten 
Behandlungsgruppe ist nicht abzuschätzen, inwieweit das Ausbleiben therapeutischer Effekte 
im Zusammenhang mit der regional begrenzten Akkumulation des Medikaments steht. 
Bei Vorhandensein einer ausgedehnten, fortgeschrittenen Plaque könnte also die Tatsache, dass 
bei externem Targeting nur ein limitierter Bereich von den SPIONs erreicht wird, die Effektivität 
dieser Behandlungsmethode stark einschränken. Eine mögliche Lösung für dieses Problem 
könnte MDT unter Verwendung eines radialen Magnetfeldes sein, wie es beispielsweise bei der 
MRT genutzt wird. So könnte die Limitierung des behandlungsfähigen Bereiches auf 
oberflächliche und/oder mit dem Magneten gut zugängliche Gefäße möglicherweise 
aufgehoben werden und auch tiefer liegende oder schlechter zu erreichende Gefäße in die 
Behandlung miteinbezogen werden. 
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4.2 Proinflammatorische Reaktion auf frühzeitige SPION-DEXA Applikation 
Ganz im Gegensatz zu der Hypothese, dass die Verabreichung von Dexamethason der 
Inflammation entgegenwirken würde, war, unter den Bedingungen einer akuten 
Endothelverletzung, gefolgt von der atherogenen Diät, das Gegenteil zu beobachten. In der 
frühen Behandlungsgruppe wirkte die lokale Verabreichung von SPION-DEXA also eher 
proinflammatorisch und steigerte die Entzündungsreaktion in den Plaques im Vergleich sowohl 
zu den mit Kontroll-SPIONs behandelten Tieren als auch zu den atherosklerotischen Tieren, 
welche gänzlich ohne Partikelbehandlung blieben. Mögliche Gründe für diese Diskrepanzen 
zwischen diesen Beobachtungen und zuvor veröffentlichten Daten liegen sehr wahrscheinlich 
im stark abweichenden Studiendesign der einzelnen Versuche. Die vorher festgehaltenen 
positiven Auswirkungen der Therapie mit Dexamethason beispielsweise wurden in einer Studie, 
welche ein Tiermodell mit rein nahrungsinduzierter Atherosklerose untersuchte, beobachtet. 
Dabei erhielten die Tiere über einen Zeitraum von acht Wochen eine Western Diet und zur 
gleichen Zeit täglich intramuskuläre Injektionen von Dexamethason, während die akute 
Endothelverletzung am Gefäß, wie sie in der hier durchgeführten Studie durch das Ballooning 
erfolgte, gänzlich ausblieb [115]. Interessanterweise wurden in einer Studie von van der Valk 
ähnliche entzündungsfördernde Effekte, wie die in der hiesigen Studie beschriebenen, 
einschließlich der paradox erhöhten Rekrutierung von Monozyten bei low-density-lipoprotein-
Rezeptor Knockout Mäusen, welche mit liposomalem Prednisolon behandelt wurden, 
beobachtet [116]. Nach sechswöchiger systemischer Behandlung mit dem liposomalen 
Prednisolon wurden dann sogar fortgeschrittene Stadien der Plaques, ein vergrößerter 
nekrotischer Kern im Inneren der Plaques sowie ein erhöhter Anteil an Makrophagen 
festgestellt. Dies spricht für einen Anstieg der Entzündungsreaktion durch die Behandlung mit 
dem Kortikoid [116]. Einer der Gründe für diesen unerwarteten proinflammatorischen Effekt der 
lokalen Therapie mit DEXA in der hiesigen Studie könnte die Fähigkeit von Dexamethason sein, 
die Aktivität der Makrophagen zur Phagozytose zu steigern [117]. In einer lipidreichen 
Umgebung kann Dexamethason die Expression der Acetyl-Coenzym-A-Acetyltransferase-1 
(ACAT-1) steigern, was den Abtransport von Cholesterin aus der Gefäßwand beeinträchtigt und 
so gleichzeitig die Entstehung von Schaumzellen fördert, was zu einer vermehrten Anhäufung 
von Cholesterinestern in der Gefäßwand führt [118]. So gewinnt die Plaque wieder an Größe 
und die Inflammation wird angekurbelt. Hinzu kommt, dass eine Therapie mit Glukokortikoiden 
den Prozess der Wundheilung im verletzen Gefäß durch Hemmung der Erzeugung von NO im 
Endothel verzögern könnte [119, 120] und so zu einem instabileren Phänotyp der Plaque, durch 
Unterdrückung von Proliferation und Migration glatter Muskelzellen, führen könnte [121, 122]. 
Durch die Abwesenheit glatter Muskelzellen bleibt die Bildung der vor der gefährlichen Ruptur 
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schützenden und Stabilität bringenden fibrösen Kappe auf der Plaque aus und eine gefährliche 
Ruptur, gefolgt von einem thrombotischen Ereignis wird wahrscheinlicher. Ein anderer Grund 
für die proinflammatorische Reaktion der SPION-DEXA Applikation in der frühzeitig behandelten 
Versuchsgruppe könnte die direkt vorausgegangene lokale Endothelverletzung durch das 
Ballooning sein. Möglicherweise fungierte die lokale Applikation der medikamentös beladenen 
Partikel als zusätzlicher Reiz auf die akute Endothelverletzung durch den Ballonkatheter. 
Interessanterweise ließ sich im Vergleich der Auswirkungen von frühzeitiger und später 
Behandlung mit SPION-DEXA eine Tendenz hin zu einer stärkeren Verschmälerung der fibrösen 
Kappe (32,7 µm vs. 51,4 µm), sowie einer Steigerung der Makrophagenlast (42% vs. 24%) in der 
Gruppe der frühzeitigen SPION-DEXA Applikation ermitteln. Beides spricht für insgesamt 
vulnerablere Plaques in der frühen Behandlungsgruppe was wiederum indiziert, dass der 
beschriebene proatherogene Effekt von Dexamethason bei den frühzeitig behandelten Tieren 
zumindest teilweise auf die kurz zuvor erfolgte Endothelverletzung zurückzuführen ist. 
4.3 Kein Effekt der späten SPION-DEXA Applikation 
Im Gegensatz zu der proinflammatorischen Reaktion der Partikelbehandlung mit Dexamethason 
in der frühzeitigen Untersuchungsgruppe, blieb diese, wie auch jede andere Reaktion bei den 
Tieren, welche zum späten Zeitpunkt mit SPION-DEXA behandelt wurden im Vergleich zu den 
spät mit Kontroll-SPIONs behandelten und den gänzlich unbehandelten Tieren, aus. Diese 
Beobachtung stützt die These, dass die akute vorausgegangene Endothelverletzung in der 
frühzeitigen Behandlungsgruppe mit für die erhöhte Entzündungsreaktion nach der DEXA-
Partikelbehandlung verantwortlich ist. Bei den Tieren der späten Behandlungsgruppe war die 
erfolgte Endothelverletzung im Laufe der Wochen bereits abgeheilt und fortgeschrittene 
Plaques waren bis zum Zeitpunkt der Partikelapplikation entstanden. Daher konnte die 
Partikelapplikation im Zuge des MDT nicht noch als zusätzlicher Reiz zur Endothelverletzung 
fungieren und die Entzündung so antreiben. Der ausbleibende Effekt dieser späten Behandlung 
könnte außerdem auf eine unzureichende Akkumulation der Partikel in den großen, 
fortgeschrittenen Läsionen aufgrund des lateralen Magnetfeldes zurückzuführen sein. 
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4.4 Stabilisierung der Plaques durch Kontroll-SPION Applikation 
Bemerkenswert ist die Beobachtung, dass unter den verschiedenen getesteten Nanopartikeln 
und Verabreichungsmethoden, bei den Tieren, welchen frühzeitig Kontroll-SPIONs verabreicht 
wurden, die durchweg stabilsten Plaque-Phänotypen und die geringste Dichte an Plaques 
ermittelt wurde. Diese Feststellung wirft die Frage auf, ob und inwieweit das verabreichte 
unbeladene Nanosystem die vorausgesetzten Bedingungen im atherosklerotischen Gefäß 
beeinflussen kann. In einer klinischen Studie von Florian et al. wurde vor Kurzem ein solcher 
antiinflammatorischer Effekt auf die Applikation von ultrasmall-SPIONs bei Patienten nach 
akutem Myokardinfarkt festgestellt [123]. In der Studie wurden bei den Probanden in zwei 
unterschiedlichen Gruppen mehrere diagnostisches MRTs mithilfe der Eisenoxidpartikel 
durchgeführt, wobei nur eine Versuchsgruppe eine einmalige intravenöse Bolusinjektion 
elementaren Eisens innerhalb von vier Tagen nach dem Infarkt erhielt. In beiden Gruppen 
konnten positive Effekte auf die Behandlung verzeichnet werden, eine Verbesserung der 
Ejektionsfraktion des linken Herzens jedoch wurde nur in der mit Eisen behandelten Gruppe 
beobachtet [123]. In meiner Studie konnte zwar keine verringerte Makrophagenlast bei den mit 
Kontroll-SPIONs behandelten Tieren im Vergleich zu den gänzlich ohne Nanopartikel 
behandelten Tieren verzeichnet werden, jedoch ließ sich eine leichte Tendenz hin zu einer 
geringeren IMD erfassen. Um diese Effekte und die zugrunde liegenden Mechanismen genauer 
untersuchen zu können sind allerdings größere Kohortenstudien vonnöten. 
4.5 Dexamethason als fragwürdiger Wirkstoff für das MDT 
Nachdem erörtert wurde, dass MDT einen sowohl sinnvollen als auch durchaus durchführbaren 
Ansatz zur Therapie der Atherosklerose darstellt, muss Dexamethason als gewähltes 
Medikament überdacht werden. Die gewünschte und erwartete Wirkung des Wirkstoffes blieb 
in dieser Studie aus. Daraus lässt sich schließen, dass Dexamethason wohl nicht die passende 
Substanz zur Behandlung der Atherosklerose mittels MDT verkörpert. Das Kortikoid 
Dexamethason wurde unter der Annahme ausgewählt, dass es das entzündliche Geschehen, 
welches beim Prozess der Atherogenese stattfindet, aufhält oder sogar verringert. Diese 
Hypothese basiert auf der Tatsache, dass ein Rückgang der Atherosklerose in Kaninchen, welche, 
wie in dieser Studie, zuvor mit cholesterinreicher Nahrung gefüttert wurden, bereits vor 60 
Jahren durch die systemische Verabreichung antiinflammatorischer Kortikoide wie Cortison 
nachgewiesen wurde [124]. In einer späteren Studie von Naito et al. wurde in einem ähnlichen 
Versuch, in dem ebenfalls Kaninchen der Rasse weiße Neuseeländer mit induzierter 
Atherosklerose nach Fütterung mit cholesterinreicher Nahrung examiniert wurden, eruiert, ob 
das Kortikoid Dexamethason explizit eine positive antiinflammatorische Wirkung auf 
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atherosklerotische Plaques hat. Dabei konnte dargelegt werden, dass der Wirkstoff 
Dexamethason zum einen die Entwicklung einer Atherosklerose unterdrückte und zum anderen, 
dass die Plaques der Kaninchen, nachdem sie mit Dexamethason behandelt wurden, sowohl 
Makrophagen als auch T-Lymphozyten zu einem geringeren Anteil enthielten [115]. Basierend 
auf diesen bereits existenten Feststellungen wurde davon ausgegangen, dass lokal verabreichtes 
Dexamethason die durch das Ballooning hervorgerufene Aktivierung der Inflammationsreaktion 
lindern und die Formation atherosklerotischer Plaques abmildern würde. Diese gewünschte 
Reaktion blieb in der hiesigen Studie wider Erwarten aus. Daher ist es wichtig, dass 
weiträumigere Studien mit anderen Wirkstoffen, wie beispielsweise Statinen den Ansatz des 
MDT zur Behandlung der Atherosklerose weiterverfolgen und fortführen. 
4.6 Zukünftige Anwendung des MDT 
Eine Einschränkung dieser Studie ist die relativ geringe Anzahl an getesteten Tieren. Aufgrund 
der unerwarteten Ereignisse, wie beispielsweise dem proinflammatorischen Effekt der 
frühzeitigen SPION-DEXA Applikation, wurde beschlossen die Studie basierend auf mit 
Dexamethason beladenen Partikeln in dieser Form nicht fortzuführen, um die Anzahl geopferter 
Versuchstiere so gering wie möglich zu halten.  
Alles in Allem wurde mit dieser Studie gezeigt, dass eine erfolgreiche Akkumulation von SPIONs 
im Gebiet der verletzten Arterienwand nach intraarterieller Injektion der Partikel in vivo möglich 
ist, was die Durchführbarkeit des MDT als potenzielles Mittel zur Behandlung kardiovaskulärer 
Erkrankungen und/oder atherosklerotischer Plaques bestätigt. Das MDT mit Dexamethason in 
der durch den Ballonkatheter verletzten Arterienwand hatte jedoch einen nachteiligen 
proinflammatorischen Effekt auf den nachfolgenden Prozess der Plaqueentstehung. 
Dexamethason erwies sich hier im richtigen Zusammenhang als falsches Medikament. Diese 
Erkenntnisse zeigen, wie groß die Herausforderung ist, die Effektivität und Wirksamkeit 
unterschiedlicher (Nano-) Medikamente unter ungleichen Tiermodellen und vor Allem vom 
Tiermodell auf Studien am Menschen zu übertragen und verlangen deshalb den Nachweis der 
Effektivität verschiedener Methoden und Medikamente in vivo. Trotz der Tatsache, dass die 
Applikation von SPION-DEXA in Regionen der Gefäßverletzung in Gegenwart von 
Cholesterineinlagerungen nicht den gewünschten entzündungshemmenden Effekt 
hervorgerufen hat, so wiesen die vorausgegangenen in vitro Studien doch eine sehr gute 
Biokompatibilität und auch eine solide Zielgenauigkeit dieser Partikel beim Targeting auf [91, 
108]. SPION-DEXA könnte aus diesem Grund potenziell dafür geeignet sein, entzündliche oder 
autoimmune Erkrankungen wie unter anderem Gicht oder rheumatoide Arthritis durch lokales 
Targeting zu behandeln, da diese Erkrankungen bereits seit langer Zeit systemisch mit 
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Kortikoiden therapiert werden [125, 126]. Für eine effektive Therapie atherosklerotischer 
Plaques mithilfe von MDT müssen jedoch SPIONs mit anderweitigen Wirkstoffen und 
Medikamentenklassen in umfassenderen Studien getestet werden. Ein möglicher Kandidat sind 
Statine, welche in der Therapie der Atherosklerose bereits lange eine wichtige Rolle spielen [8, 
24, 47, 48]. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 
ACAT-1  Acetyl-Coenzym A-Acetyltransferase 
ACE-Hemmer Angiotensin-Converting-Enzyme Hemmer 
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CABG Coronary artery bypass graft/Koronare Bypass 
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E-Selektin  Endothel-Selektin 
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FDA  U.S. Food and Drug Administration 
GR  Glukokortikoid Rezeptor 
HCL  Salzsäure 
HMG-CoA-Reduktase Hydroxymethyl-Glutaryl-Coenzym-A-Reduktase 
HSA  Humanes Serumalbumin 
ICAM-1  Intercellular adhesion molecule 1 
IMD  Intima-Media Dicke 
IMT  Intima-Media thickness 
LDL  Low-density lipoprotein 
MCP-1  Monocyte chemotactic protein 1 
MDT  Magnetic drug targeting 
MMPs  Matrix-Metalloproteinasen 
MRT  Magnetresonanztomographie 
NO  Nitric oxide/Stickstoffmonoxid 
ox-LDL  oxidiertes low-density lipoprotein 
PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cell/Mononukleäre 
Zellen des peripheren Blutes 
PEG  Polyethylenglykol 
PTCA  Perkutane transluminale Koronarangioplastie 
RHS  Retikulohistiozytäres System 
ROS  Reaktive Sauerstoffspezies 
SPION-DEXA Dexamethason beladene SPIONs 
SPIONs  Superparamagnetic iron oxide nanoparticles 
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TBS  Tris-buffered saline/Tris-gepufferte Kochsalzlösung 
TBS-T  Tris-gepufferte Kochsalzlösung mit Tween 
TEM  Transmissionselektronenmikroskop 
TNF-α  Tumornekrosefaktor-α 
VCAM-1  Vascular cell adhesion molecule 1 
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